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Abreviaturas

ABREVIATURAS

TDR Tropical Disease Research

a. C. antes de Cristo

OMS Organizacién Mundial de la Salud
ARN acido ribonucléico

ADN acido desoxirribonucléico

TNF-a factor de necrosis tumoral alfa
DDT dicloro difenil tricloroetano

DEET N,N-dietil-meta-toluamida

ATP adenosin trifosfato

CQ cloroquina

Fe ¥ ion férrico

Ca?* i6n calcio

pH potencial de hidrogeno

ELISA ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
ADP adenosin difosfato

SH grupo tiol

VIH virus de la inmunodeficiencia humana
Cu(ln i6n clprico

BFX benzofuroxano

QX quinoxalina

T2 amb. temperatura ambiente

atm atmosfera

RMN resonancia magnética multinuclear
SeO, dioxido de selenio

KBr bromuro potasico



Abreviaturas

NaCl
DMSO-ds
% viv
W
CO,
Log
FBS
PBS
NEAA
rpm
MTT
SDS
%ABS
TPSA
n-RT
vdwW
Ar

AnfB

cloruro sodico

dimetil sulfoxido deuterado
porcentaje volumen-volumen
vatios

dioxido de carbono
logaritmo

suero fetal bovino

tampdn fosfato salino
aminoacidos no esenciales

revoluciones por minuto

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromado

dodecil sulfato s6dico

porcentaje de absorcion

area topoldgica de superficie polar

enlaces rotables
van der Waals
arématico

anfotericina B
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Introduccion: Enfermedades Olvidadas

Tanto la malaria como la leishmaniasis estan englobadas dentro de las
denominadas “enfermedades olvidadas”, término que fue introducido en el vocabulario
de reuniones de salud publica y global en los primeros afios del siglo XXI. Sin embargo,
aunque no hay una definicion estandar para este término, dos publicaciones identifican
las caracteristicas comunes de lo que generalmente se incluye en el colectivo

. 1
“enfermedades olvidadas”:

- “enfermedades que afectan principalmente a personas pobres en paises en vias
de desarrollo, en las que las intervenciones sanitarias son inadecuadas a las

necesidades”;2

- “un grupo de predominantemente, aunque no exclusivamente, enfermedades
infecciosas tropicales, las cuales son medicamente diversas pero que comparten

;g 3
la caracteristica de ser enfermedades de pobreza”.

La mayoria de autores consideran a las enfermedades olvidadas, en términos de
investigacion y desarrollo de farmacos, como una serie de enfermedades infecciosas
tropicales cuyos principales ejemplos son la malaria, la leishmaniasis, la enfermedad de

Chagas y la tuberculosis.”

Las enfermedades olvidadas son un problema de salud publica y por lo tanto un
desafio que debe ser afrontado, cuyo principal objetivo es la bdsqueda de nuevas

herramientas como vacunas, nuevos farmacos y métodos de diagnostico.

Segun el Programa Especial para la Investigacion de Enfermedades Tropicales
(TDR), la leishmaniasis esta clasificada como enfermedad emergente e incontrolada,
mientras que la malaria forma parte del grupo de enfermedades con estrategias de
control disponibles pero cuya incidencia persiste. Por otro lado, segun la clasificacion
con respecto al agente causante de la enfermedad, ambas quedan englobadas en aquellas

causadas por parasitos protozoarios.






Il. MALARIA






Introduccion: Malaria

1. Definicion

La malaria, fiebre palGdica o paludismo, es una enfermedad infecciosa causada
por el pardsito protozoario del filo Apicomplexa, clase Aconoidasida, orden
Haemosporididae, de la familia Plasmodiidae, del género Plasmodium®, y es

transmitida por la hembra del mosquito del género Anopheles.

La malaria es la enfermedad tropical mas importante del mundo, estando

estrechamente ligada a la pobreza y causando la muerte de miles de personas al afio.

El mayor problema en la lucha contra la enfermedad es la constante aparicion de
resistencias por el uso de monoterapias en tratamientos frente al pardsito y de
insecticidas utilizados frente al mosquito, ademas de la falsificacion de algunos

farmacos utilizados para su tratamiento en ciertos paises.

2. Historia de la malaria

La malaria es una de las enfermedades mas antiguas conocidas por la humanidad,
teniéndose constancia de ella en manuscritos originarios de China, la India y el Antiguo

Egipto.

El término malaria fue utilizado por los italianos (mal-aire), para describir la causa
de fiebres intermitentes asociadas a la exposicién al ambiente de las marismas o
ciénagas, mientras que el término paludismo proviene del término latino “palus” que

significa laguna o pantano.

Aungue su nombre tiene su origen en Europa, se cree que la malaria se extendid
alrededor del globo desde el centro y oeste de Africa debido a migraciones, conquistas
y viajes de hombres al Mediterraneo, Mesopotamia, la India y el sudeste asiatico, siendo

por tanto una enfermedad muy unida a la evolucion del hombre.

Ya hace casi 5000 afios que se tiene constancia de su conocimiento en China y
3500-4000 en Egipto. Se ha comprobado que P. falciparum alcanzé la India hace 3000
afios y las orillas del Mediterraneo hace 2500-2000 afios, llegando al norte de Europa

hace unos 500-1000 afios.®



Introduccion: Malaria

Fueron los europeos y los esclavos africanos quienes introdujeron la enfermedad
en el Nuevo Mundo en el siglo XV, aunque P. vivax y P. malariae fueron posiblemente
introducidos desde el sudeste asiético por los primeros viajes a través del Pacifico.’

Alrededor del afio 800 a.C. el sabio hindi Dhanvantari escribié que las picaduras
de mosquitos podian causar enfermedades, fiebre y temblores. Fue quizas Hipdcrates,
alrededor del afio 400 a.C. el primer malaridlogo, describiendo las manifestaciones
tipicas de la malaria como la fiebre intermitente, frente a la fiebre continua de otras
enfermedades infecciosas, la época del afio donde aumentaban los casos y la

localizacion de los enfermos, estableciéndose la relacion enfermedad-agua estancada.

En 1696, Morton presentd la primera descripcion detallada de los signos clinicos
de la malaria, asi como su tratamiento con cinchona. En 1716 Lancisi relaciono a la
malaria con vapores venenosos de estanques de agua y comentd que era debida a la
entrada en la sangre de diminutos gusanos, resurgiendo la vieja idea de que los
mosquitos pudieran tener un papel en la enfermedad.® Fue Rasori quien sugiri6 en 1816
que el responsable de la enfermedad era un microorganismo y no “mal-aire”, aunque
quien finalmente identific al parasito de la malaria fue Laveran en 1880, siendo
Marchiafava y Celli quienes observaron trofozoitos en los eritrocitos y lo llamaron

Plasmodium.

En 1898, Grassi descubrid que el insecto Anopheles claviger era el vector que
transmitia el parasito a humanos, y al afio siguiente junto con Bignami y Bastianelli

observo el ciclo completo de P. falciparum.’

Hubo que esperar hasta 1987 para desarrollar la primera vacuna sintética contra P.
falciparum por parte de Patarroyo, y a 2002 para secuenciar el genoma de Anopheles

gambiae y Plasmodium falciparum.

3. Epidemiologia
3.1 Distribucién e incidencia

La malaria prevalece mayoritariamente en el Africa subsahariana, Sudamérica y

algunas partes de Asia, es decir, las zonas tropicales y subtropicales del mundo (figura

10



Introduccion: Malaria

1). Esto se debe a que el parasito interrumpe su desarrollo a una temperatura menor a 16

°C y el mosquito no pica a bajas temperaturas.’®

Segun el informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la malaria es
una enfermedad endémica en 106 paises, estimando en 216 millones los casos
registrados a nivel mundial que conllevaron la muerte de 266 mil personas en el afio
2010, produciendose un descenso del 25% en la tasa de mortalidad por malaria en la

Gltima década.*

o (]

Certified ma!a'xa-f'uz%‘/l/‘l .
and/or no ongaing L N 4
local transmission \

for over a decade )/_/y

Prevention of
reintroduction

Elimination }
BN Pre-elimination o /

Contro

Figura 1. Distribucién mundial de la malaria: paises libres, endémicos y en tratamiento.*

El 81% de los casos detectados provienen del Africa subsahariana, siendo el 86%
de las victimas a nivel mundial nifios menores de 5 afios, ya que junto a las mujeres

embarazadas y a los fetos forman parte del grupo mas vulnerable a la malaria.

De los 3300 millones de personas en riesgo de contraer la malaria, 2100 millones
se encuentran en situacion de alto riesgo, de los que el 47% pertenecen al continente
africano y el 37% al asiatico. De los 1200 millones restantes que estan en bajo riesgo de
contraer la enfermedad el 94% no son africanos. El 80% de los casos de malaria y el

90% de las muertes los produce la especie mas agresiva del parasito: P. falciparum.

11
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A pesar de ello, segun la OMS muchos paises de la region africana han
disminuido en mas del 50% los casos confirmados, ingresos y muertes en la Ultima

década debido a los cada vez més eficaces sistemas de vigilancia.

En el continente americano la malaria prevalece en la region amazonica y en
Centroamérica, pero los casos son menores que en Africa y ademés el gasto destinado a
su erradicacion es mucho mayor, habiéndose producido un descenso del 55% en la
ultima década. La mayoria de los casos en este continente son producidos por P. vivax
aungue también los hay causados por P. falciparum.

Con respecto a Asia, el sudeste asitico es la zona donde la situacion es méas
grave, prevaleciendo P. falciparum a diferencia del resto de Asia donde prevalece P.
vivax. La disminucion de las muertes supone un 42% de la disminucion de la

mortalidad por malaria en este continente.

En 1961 se registra el ultimo caso de malaria autéctona en Espafia y en 1964 es
declarado pais libre de malaria por la OMS. EI continente europeo se considera libre de
malaria desde hace unos afios, aunque han aflorado casos recientemente debido a
movimientos migratorios y al turismo, siendo su tasa de mortalidad solo del 1% de los

casos.
3.2 Factores epidemioldgicos e inmunidad
Existen 2 tipos de factores de los que depende la epidemiologia de esta enfermedad:
- Primarios:
- Huésped o fuente de infeccidon: portador.
- Vector: hembras de ciertas especies del mosquito Anopheles.

- Susceptibilidad humana: depende de factores de inmunidad natural o adquirida,
factores genéticos, edad, migraciones, ocupacién y caracteristicas

socioeconémicas.

- Secundarios: son los que ayudan a la transmision de la enfermedad como los

factores geogréaficos o climatoldgicos.

Pueden ser consideradas 3 tipos de inmunidad frente a la enfermedad:

12



Introduccion: Malaria

- Natural: ciertos grados de poblacion poseen algun grado de resistencia conferida

por factores genéticos.

- Adquirida: ocurre en personas de exposicion prolongada, aunque es un tipo de
inmunidad parcial y relativa, ya que en muchos casos se pierde tras cambiar de
habitat.

- Pasiva: relacionada con la conferida por la madre al feto durante el embarazo en

muchos lugares donde la enfermedad es endémica.

4. El agente causante: Plasmodium

La malaria es causada por parasitos del genero Plasmodium que se transmiten por
la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles infectados, Ilamados vectores
del paludismo.

El Plasmodium es un protozoo eucariota unicelular esporozoario que se
caracteriza por un estilo de vida intracelular obligado con organulos especializados en
las diferentes funciones vitales. La proliferacion se produce por invasion celular,
crecimiento y division celular hasta que las réplicas destruyen la célula huésped.
Ademas de ser el miembro mas importante del filo Apicomplexa, se han encontrado
hasta el momento 175 especies de Plasmodium, siendo capaces 5 de ellas de infectar a
humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi. Las 3 primeras
son las que afectan en mayor grado al hombre, siendo P. falciparum el mas violento y
resistente. A pesar de que hasta hace poco se creia que P. knowlesi afectaba
principalmente a los grandes simios, se han detectado infecciones en humanos en los
ultimos afios, por lo que ha sido recientemente reconocida como la quinta especie con

esta capacidad.®®

El parasito es un protozoo con organulos especializados suspendidos en el
citoplasma que se encargan de sus diferentes necesidades como el movimiento, la
invasion celular, la penetracion en membranas celulares, expulsion de enzimas,
eliminacién de metabolitos o nutricién por fagocitosis, siendo los trofozoitos las formas
vegetativas maviles que constan de membrana, citoplasma y nicleo que contiene el
ARN y ADN del parasito.

13
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Una de las principales caracteristicas del parasito es que no tiene sistema de
locomocion (ni cilios ni flagelos), debiendose su movilidad a un desplazamiento por

deslizamiento.

Ademés, el complejo apical es uno de los organulos funcionales mas
caracteristicos, involucrado en la interaccion huésped-parasito durante la invasion
celular y relacionado con la adherencia y perforacion de la membrana eritrocitica
durante la invasion celular, ya que excreta una sustancia que facilita la penetracion
celular. Esta penetracion celular es imprescindible para el parésito ya que tiene

dependencia total del huésped para su supervivencia.

5. El vector de transmision: Anopheles

El parésito siempre tiene dos huéspedes en su ciclo de vida: el primero es el

mosquito que actla como vector y el segundo es un vertebrado.

El primer huésped del parasito y vector de transmision es un mosquito hembra del
género Anopheles (familia Culicidae). Hasta el momento se han encontrado 400
especies de Anopheles de las que 30-40 transmiten las especies del parésito del género
Plasmodium que causa malaria en humanos en las regiones endémicas (figura 2).
Anopheles gambiae es una de las especies mejor conocidas del mosquito debido a su
importante papel en la transmision de la especie mas peligrosa del parasito (P.
falciparum), siendo ademas el vector mas numeroso en el Africa subsahariana y uno de

los més eficientes del mundo.

” 44——’// -

N

Figura 2. Imagen de un mosquito del género Anopheles.**
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Como todos los mosquitos, Anopheles atraviesa 4 estadios en su ciclo vital:
huevo, larva, pupa e imago. Los 3 primeros ocurren en el agua y duran entre 5 y 14 dias
dependiendo de la especie y de la temperatura ambiente, siendo el estadio adulto cuando
el mosquito Anopheles hembra actia como vector del parasito, no teniendo una vida

superior a 1-2 semanas.

6. Ciclo de vida de Plasmodium

Como se observa en la figura 3, el parésito presenta en su ciclo vital dos formas
de reproduccién: sexual que ocurre en el mosquito (fase esporogénica) y asexual que

ocurre en el hombre.

Los mosquitos no son los que presentan el parasito inicialmente, sino que lo
ingieren al picar a un ser humano infectado por medio de la sangre que contiene
gametocitos. Los gametocitos macho fertilizan a los gametocitos hembra formando un
cigoto que recibe el nombre de ooquineto, que penetra en la pared celular de los
mosquitos para desarrollarse hasta formar un ooquiste y almacenarse en sus glandulas
salivales. En este momento ya estdn listos para infectar a humanos, liberando
esporozoitos al romperse el ooquiste, a través de la saliva durante la picadura. Esta fase
esporogdnica ocurre a gran velocidad y se completa en 2 semanas si las condiciones son

las idoneas.

A partir de aqui la enfermedad se desarrolla en el hombre por medio de dos vias:
exo-eritrocitica (hepatica) y endo-eritrocitica. La primera comienza en el momento que
el mosquito infectado pica al humano y transfiere en la saliva, ademas de los
esporozoitos del parésito, otros compuestos anti-hemostaticos y vasodilatadores al
torrente sanguineo del humano. En 30 minutos, los esporozoitos llegan al higado
humano e infectan los hepatocitos, y durante un periodo de 6 a 15 dias van a
multiplicarse asexualmente (se llaman hipnozoitos durante este periodo de latencia de la
enfermedad), para dar lugar a miles de merozoitos que rompen las células hepaticas e

invaden al torrente sanguineo.

En la via endo-eritrocitica, los merozoitos una vez gque se encuentran en el torrente
sanguineo invaden los eritrocitos (glébulos rojos o hematies) degradando la

hemoglobina que contienen con el fin de utilizar como nutrientes aminoacidos

15



Introduccion: Malaria

esenciales en el desarrollo de las nuevas formas del parésito, y convertirse en
trofozoitos; estos a su vez maduran y se multiplican asexualmente para formar los
esquizontes, que liberan de nuevo por lisis de glébulos rojos merozoitos en su forma
endo-eritrocitica que repetiran el ciclo de los hematies. Es en el momento de la
formacion de los esquizontes cuando aparecen los sintomas clinicos, y a su vez, unos
pocos merozoitos sufren gametogénesis dando lugar a gametocitos que infectaran

nuevos mosquitos.

Malaria Estadios en higado del Humano
(Plasmodium spp.)
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Figura 3. Ciclo biolégico de Plasmodium.*

En general, la duracién del ciclo eritrocitico en P. vivax y P. falciparum es de 48
horas, el de P. ovale 50 horas y el de P. malariae de 72 horas. En P. vivax y P. ovale
algunos esporozoitos no se diferencian inmediatamente en merozoitos en fase exo-
eritrocitica, sino que producen hipnozoitos que permanecen latentes de 6 meses a 3

afios, reactivandose y produciendo merozoitos posteriormente.

7. Sintomatologia

Como se ha descrito anteriormente, lo que causa la aparicion de los sintomas
clinicos en la infeccion por malaria es el desarrollo de los esquizontes y la posterior
ruptura de los hematies para seguir infectando hematies sanos (figura 4). La liberacion

de ciertas sustancias junto con los merozoitos es otro factor que produce la
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sintomatologia caracteristica: dolores musculares y debilidad, dolor de cabeza, nauseas,

vomitos, diarrea, tos, fiebre, sudoraciones y escalofrios.

Figura 4. Ruptura de eritrocitos infectados por Plasmodium.*®

El comienzo de los sintomas en una infeccién por malaria son parecidos a los de
un catarro o gripe comun, y sus sintomas clasicos son la presencia ciclica de repentinos
ataques de frio seguidos de fiebre alta y sudoracion profusa durante 4-6 horas. La
sintomatologia observada en la infeccion por Plasmodium varia segdn el tipo de malaria
que desarrolla el enfermo, como por ejemplo la periocidad de los ciclos que coinciden

con la multiplicacion del parasito y la destruccion de hematies.

En la malaria no complicada los sintomas caracteristicos son acceso malarico,

anemia®, esplenomegalia” y en ocasiones ictericia®. Los picos de fiebre se correlacionan
con altos niveles séricos de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) por la liberacion de
proteinas del parésito en la ruptura de hematies que crean la anemia, y asimismo, se

crean anticuerpos contra los hematies, diseritropoyesis® y secuestro esplénico®.

La malaria crénica produce esplenomegalia y hepatomegalia’, asi como accesos

febriles irregulares y de baja intensidad. La piel se vuelve amarillenta, se producen
palpitaciones, somnolencia y fatiga, presentando una baja parasitemia. Se observa en

enfermos infectados por P. vivax y P. ovale, pero no por P. falciparum.

Durante el embarazo la malaria produce una alta mortalidad materna por anemia,
partos prematuros por insuficiencia cardiaca, palpitaciones, mareos y disnea®,

repercutiendo en el feto provocandole la muerte o dafios cerebrales.

La malaria severa es producida casi exclusivamente por P. falciparum,

ocasionando disfuncién de drganos vitales, fiebres altas persistentes, hipotensién
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ortostatica, fallo renal, alta parasitemia, imposibilidad de tratamiento via oral y
hemolisis intravascular. Si no es tratada puede progresar extremadamente rapido y

ocasionar la muerte en dias o incluso horas.!’

La forma méas grave de malaria severa es la malaria cerebral, causada

exclusivamente por P. falciparum, siendo los nifios el grupo mas susceptible de
contraerla. Los hematies infectados se vuelven mas adhesivos y se pegan a las paredes
de los capilares produciendo anemia grave, fallo renal y pulmonar agudo, convulsiones,
trastornos de movilidad, acidosis metabdlica y sintomas neuroldgicos como
encefalopatia reversible o pérdida de la conciencia que puede conllevar la muerte,

debido al secuestro y bloqueo del flujo sanguineo en los pequefios vasos del cerebro.®

# Patologia general: empobrecimiento de la sangre por disminucion de su cantidad total o cantidad de

hemoglobina. http://Dicciomed.eusal.es

® patologia general: aumento de volumen o hipertrofia del bazo. http:/Dicciomed.eusal.es

¢ Patologfa general: enfermedad producida por acumulacién de pigmentos biliares en la sangre, cuya sefial

exterior mas visible es la amarillez de la piel y las conjuntivas. http:/Dicciomed.eusal.es

¢ patologfa general: empobrecimiento de la sangre caracterizado por la disminucién de uno, de varios o de

todos sus elementos. http://Dicciomed.eusal.es

¢ Patologia general: un gran nimero de células falciformes quedan atrapadas en el bazo y producen su
agrandamiento repentino. Los sintomas pueden incluir debilidad repentina, palidez en los labios,
respiracion rapida, sed extrema, dolor abdominal (del estémago) o en el costado izquierdo del cuerpo y

palpitaciones rapidas. www.cdc.gov

" Ppatologia digestiva y hepatoldgica: aumento de volumen o hipertrofia del higado.

http://Dicciomed.eusal.es

9 Patologia neumoldgica: dificultad para respirar. http://Dicciomed.eusal.es
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8. Deteccion y diagndstico

El diagnostico de la enfermedad es relativamente sencillo, siendo lo maés
importante, complicado y util el diagndstico concreto del tipo de malaria. Para ello el
diagnostico de la enfermedad se basa en una serie de criterios clinicos, epidemioldgicos
y de laboratorio, siendo las pruebas mas concluyentes la visualizacién del parasito o la

deteccion de antigenos en pruebas rapidas.

En el caso de los criterios clinicos se tendran en cuenta episodios maléricos

anteriores del paciente o una posible sintomatologia reciente.

Con respecto a los criterios epidemioldgicos, o mas importante es el estudio de

los antecedentes como la exposicion o relacién con personas que hayan sufrido la

enfermedad, antecedentes hospitalarios o transfusiones de sangre.

Dentro de los criterios de laboratorio, el diagnostico rutinario y mas sencillo de

detectar la enfermedad es el método de la gota gruesa con tincion Giemsa, que se usa
para la determinacion de la parasitemia y tiene una sensibilidad de entre el 80% vy el
100% de especificidad.'® El método de frotis consiste en el examen microscopico de una
capa fina de sangre siendo el método méas economico, fiable y preferido en el
diagnostico de la malaria ya que se pueden distinguir las caracteristicas diferenciales de

las especies del parasito.

En zonas donde no haya microscopios o personal de laboratorio cualificado se
pueden realizar test de deteccion de antigenos que solo requieren una gota de sangre
(técnicas inmunocromatogréaficas) aunque pueden dar falsos negativos y no son métodos

cuantitativos del grado de infeccion.?

Hay otras técnicas de deteccion mas desarrolladas como las de biologia molecular
usadas en casos de baja parasitemia, infecciones mixtas o mutaciones, o como el
sistema QBC (Quantitative Buffy Coat test) que es un método de screening para una
deteccion rapida del parésito en sangre utilizando fluorescencia para su determinacion,

pero que requieren infraestructuras y personal cualificado.

Por tanto la forma méas concluyente de diagnosticar que tipo de malaria afecta al

enfermo serd la combinacién de estos criterios.
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9. Medidas de control y prevencion de la malaria

Existen dos tipos de estrategia para el control y prevencion de la malaria: unas
dirigidas al control del vector mosquito y otras al tratamiento y prevencion del
hospedador humano. Las medidas de prevencion se centran en objetivos como prevenir
la expansion de la enfermedad, proteger individuos en areas donde la malaria es
endémica, erradicacion del mosquito, prevencion de la picadura del mosquito y el
desarrollo de medicamentos profilacticos.

En lo que a la lucha antivectorial se refiere, se ha comprobado que el uso de
insecticidas como el DDT (diclorodifeniltricloroetano) o repelentes de mosquitos como
el DEET (N,N-dietil-meta-toluamida) han sido efectivos en la reduccion de la incidencia
y mortalidad de la malaria. El problema con algunos insecticidas como el DDT, es que
debido a su persistencia en los tejidos animales y en plantas, han sido prohibidos y su
uso descontrolado ha dado lugar a la aparicion de resistencias en mosquitos de algunas
regiones.”* A pesar de ello, el DDT se sigue utilizando en algunas zonas y puede llegar a

ser eficaz de 9 a 12 meses.

Otro método de lucha contra el vector es el uso de mosquiteras en las camas,
siendo una medida que ha dado buenos resultados en la reduccién de infecciones y
transmisiones de la enfermedad, disminuyendo a la mitad en los casos en que las
mosquiteras eran impregnadas con insecticida cada 6 meses. La reduccion tan drastica
en el nimero de infecciones y transmisiones con estos métodos se debe a que el
mosquito Anopheles se alimenta por las noches. El problema de este método radica en
que el coste de estas mosquiteras son inasumibles por parte de las personas que se ven

amenazadas por la enfermedad, ya que la mayor parte vive en paises del Tercer Mundo.

Con respecto al factor humano, algunos medicamentos utilizados para el
tratamiento de la enfermedad pueden ser tomados de manera preventiva en bajas dosis
diaria 0 semanalmente. El uso de estos medicamentos profilacticos rara vez se utiliza en
personas que viven en zonas donde la enfermedad es endémica, sino que mas bien son
utilizados por visitantes y viajeros que estan un corto periodo de tiempo en estas
zonas.? Durante el siglo XVII se utilizé como medicamento profilactico la quinina y
fue progresivamente sustituida por quinacrina, cloroquina y primaquina. Actualmente
los medicamentos usados en la prevencion de la enfermedad son la mefloquina, la

doxiciclina y la combinacion de proguanil y atovaquona, dependiendo su eleccion del
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tipo de parasito que presente resistencia en esa area.”®> No obstante, los medicamentos
profilacticos no tienen efecto inmediato y deben ser administrados varias semanas antes
de la posible exposicion a la enfermedad y dejar de ser administrados varias semanas
después. Ademas, ningun medicamento profilactico garantiza total proteccion frente al

desarrollo de la enfermedad.

Por otro lado, la produccion de una vacuna efectiva constituiria una poderosa
herramienta en la prevencion y control de la enfermedad. Desafortunadamente y a pesar
de los considerables esfuerzos en su investigacion, no se ha conseguido desarrollar
ninguna vacuna completamente efectiva. En la actualidad la mayoria de estrategias para

el desarrollo de vacunas y tratamientos se centran en el campo de la gendmica.

10. Tratamiento

10.1 Historia del tratamiento

La primera tentativa de un tratamiento especifico contra la malaria se remonta a
principios del siglo XVIII y consistia en usar corteza de arboles del género Cinchona
que ya se utilizaban a principios del siglo XV11 en el tratamiento de la fiebre.

En 1820 se consigui6 aislar el principio activo de la quinina y fue sustituyendo
progresivamente a la corteza de Cinchona, siendo la malaria una de las primeras

enfermedades en ser tratadas con un compuesto quimico puro.**

En 1891 Paul Ehrlich curé a dos pacientes que padecian malaria utilizando el azul
de metileno que se usaba en la visualizacion microscopica de algunas especies de
parésitos como tincion. Esta fue la primera vez que un farmaco sintético fue utilizado

para el tratamiento de humanos.?

En 1925 modificando la estructura del azul de metileno fue sintetizada la
pamagquina también llamada plasmoquina, siendo el primer farmaco capaz de prevenir

recaidas en malaria causada por P. vivax.

En 1932 se desarrolld la mepacrina que era un derivado de acridina también
conocida como atebrina o quinacrina que se mostro activa frente a diferentes estadios de

P. falciparum en sangre.
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Dos afos despues la cloroguina ya habia sido sintetizada aunque no se utilizé
hasta el afio 1946 ya que se consideraba muy tdxica. Desde entonces, la cloroquina se
ha convertido en el antimalarico més importante utilizado y efectivo, llegando a ser el
farmaco elegido en varios programas dirigidos a la erradicacion global de la malaria, a
pesar de que a finales de los afios 50 del siglo pasado aparecieron los primeros casos de

resistencia al farmaco.

Durante la Segunda Guerra Mundial, se desarrollé el proguanil que sirviéo como

compuesto lider en el desarrollo de pirimetamina en 1950.

En el afio 1969 durante la Guerra de Vietnam se desarrollaron la mefloguina y la

halofantrina, que son aminoalcoholes derivados de la quinina.

No obstante, existe un grupo de farmacos completamente diferentes derivados de
la medicina tradicional china procedentes de una planta llamada Artemisina Annua, que
ya se utilizaba en el tratamiento de hemorroides en la Antigua China y que desde el afio
1596 se utilizaba en el tratamiento de fiebres. Fue en el afio 1972 cuando se consiguid
aislar e identificar el compuesto activo de la artemisina mostrando potencial actividad
antimalarica, siendo utilizados sus derivados en la actualidad en la administracion
rutinaria para el tratamiento de la enfermedad, sobre todo en Sudameérica, con resultados

eficaces y con baja toxicidad.
10.2 Clasificacién de los compuestos antimalaricos
Los compuestos antimalaricos pueden ser clasificados segun:

- La actividad antimalarica, pudiendo actuar en el humano o en el mosquito. En el

caso del hombre se encuentran los que actlan en estados pre-eritrociticos, los
que actian como hipnotizidas en los casos de P. vivax y P. ovale (a nivel
hepético) o los que actian como esquizonticidas en sangre. En el mosquito, se
clasifican los que actian como gametocidas y los que actian como

esporonticidas, previniendo ambos la transmision.

- Su mecanismo de accidén, encontrando compuestos que acttan sobre la vacuola

digestiva de Plasmodium (responsable de la degradacion de la hemoglobina y
detoxificacion de la hematina), sobre enzimas involucradas en la sintesis y

metabolismo de macromoléculas incluyendo la sintesis de purinas y pirimidinas,
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sobre procesos de membrana, y sobre la glucolisis y sintesis de ATP

mitocondrial.

La estructura quimica, encontrandose familias de compuestos con actividades

diferentes en multiples éreas y niveles, como:
- Metanolquinolinas y arilaminoalcoholes

Esta familia de compuestos tiene gran importancia, englobando a estructuras de
gran relevancia histérica como la quinina o la lumefantrina que se usa

actualmente en terapias combinadas.

Estas dos familias de compuestos estan relacionadas entre si y destacan por su
gran efectividad como esquizonticidas sanguineos, interviniendo en la digestion

de la hemoglobina.

Pertenecientes a la familia de las metanolquinolinas destacan la quinina y la
quinidina (que son estereoisomeros L y D, respectivamente), y la mefloquina
(figura 5).
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Figura 5. Estructura de metanolquinolinas.

La quinina y la quinidina a pesar de presentar efectos adversos siguen siendo
muy utilizados debido a su facil acceso, mientras que la mefloquina es muy (til
en malarias resistentes aunque tiene efectos neuro-psiquiatricos adversos. De
todas formas, su uso ha declinado desde el desarrollo de las aminoquinolinas y

de la artemisina y sus derivados.

Los arilaminoalcoholes son estructuralmente derivados de la quinina, y al igual

que las metanolquinolinas son estructuras con gran capacidad esquizonticida que
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intervienen en la degradacion de la hemoglobina, como es el caso de la

halofantrina y la lumefantrina (figura 6).
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Figura 6. Estructura de arilaminoalcoholes.

Tanto la halofantrina como la lumefantrina, que es un analogo de la primera, se
desarrollaron tras la aparicion de resistencias a la quinina y a la cloroquina, y
aunque se ha comprobado que la halofantrina es altamente efectiva su
administracion ha sido severamente restringida debido a su potencial induccién

de arritmias cardiacas.?®
- Aminoquinolinas

En este grupo de compuestos se distinguen dos familias con mecanismos de
accion muy distintos que afectan a diferentes estadios del ciclo de vida del

parésito: las 4-aminoquinolinas y las 8-aminoquinolinas.

Por un lado las 4-aminoquinolinas actian en las fases endo-eritrociticas del
parasito, teniendo esta familia grandes ventajas por ser faciles de sintetizar, ser
econdémicos, ser bien tolerados y ser ademas la clase de compuestos mas
exitosos para el tratamiento y la profilaxis de la enfermedad. Esta familia
engloba a compuestos tan importantes como la cloroquina (CQ), efectiva en
profilaxis pero que en la actualidad presenta problemas de resistencias, o la
amodiaquina, que a pesar de ser hepatotdxica es mejor que la CQ para eliminar
parasitemias en casos de malaria no complicada e incluso en cepas cloroquina

resistentes (figura 7).
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Figura 7. Estructura de la cloroquina y de la amodiaquina.

Las 8-aminoquinolinas tienen la capacidad de erradicar los hipnozoitos en el
higado, siendo la Unica clase de compuestos gametocidas. A pesar de ello, su
mecanismo de accién es aln desconocido y son altamente toxicos como en el

caso de la pamaquina que ya no esta disponible para su administracion.”’

Dentro de esta familia destacan también la primaquina que es utilizada en la
profilaxis y en el tratamiento de P. vivax y P. ovale, a pesar de que problemas de
toxicidad han restringido su uso, y la tafenoquina que es un derivado
optimizado de las 8-aminoquinolinas con una menor toxicidad y siendo activos

también frente a estadios eritrociticos y cepas multirresistentes (figura 8).
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Figura 8. Estructura de derivados de 8-aminoquinolinas.
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- Derivados de acridina

Los compuestos derivados de acridina han tenido un papel importante en la
historia y desarrollo de antimalaricos. La mepacrina, que posee una cadena
lateral idéntica a la cloroquina, fue el primer antimalarico sintético
esquizonticida usado clinicamente, pero su uso declind con el auge de la
cloroguina. Cuando aparecieron las resistencias a CQ y otros compuestos

alternativos, se renovd el interés por su actividad antimaldrica.

La pironaridina que también pertenece a esta familia, es un compuesto
ampliamente utilizado en China y que se usa en el tratamiento frente a P.
falciparum multirresistente. El problema en este caso se debe tanto a la baja

biodisponibilidad oral como a su elevado coste (figura 9).
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Figura 9. Estructura de derivados de acridina.

- Antifolatos e inhibidores de la sintesis de folatos

Tanto el ser humano como el parésito metabolizan el &cido félico en &cido
tetrahidrofolico necesario para su supervivencia, la diferencia radica en que el
hombre obtiene el necesario a través de la dieta, mientras que el parasito no
puede obtener &cido folico exdgeno para su metabolizacion. Los antifolatos
inhiben el metabolismo del acido folico actuando como coenzimas de la sintesis
de ADN y pirimidina. Estos compuestos actdan inhibiendo los primeros estadios

de crecimiento del parasito en el higado vy deteniendo la reinfeccion del
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mosquito. Se distinguen en este grupo de compuestos los inhibidores
competitivos de dihidropteroato como la sulfadoxina y la dapsona, y los
inhibidores de dihidrofolato reductasa como el proguanil y la pirimetamina

(figura 10).
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Figura 10. Estructura de antifolatos.
- Antibioticos

Estos compuestos actan a nivel celular y del genoma, siendo una de sus dianas
la inhibicién de la sintesis de proteinas con funciones metabdlicas que el
parasito requiere para su supervivencia. Destacan los antibioticos del grupo de
las tetraciclinas, y en especial la doxiciclina que es la méas utilizada de esta
familia tanto en el tratamiento como en la profilaxis y en la combinacién con

otros compuestos en casos de resistencias (figura 11).

27



Introduccion: Malaria

28

NH>

CHs OH /N\

Figura 11. Estructura de la doxiciclina.

- Artemisinas y terapias combinadas de artemisinas

Esta familia proviene del compuesto aislado de la planta Artemisia Annua,
obteniendose la artemisina por via natural mientras que sus derivados son
semisintéticos (figura 12). EI mecanismo de accion es el mismo que el de las 4-
aminoquinolinas aunque via radicales libres y son muy activos frente a malaria
con actividad aguda, aunque por otro lado presentan un tiempo de vida muy
corto que les impide eliminar toda la parasitemia, siendo necesarias terapias
combinadas con otros compuestos. Se han descrito evidencias clinicas que
concluyen que existen en la actualidad casos de resistencias a la artemisina y a
los TCA promovida principalmente por el extendido uso de la monoterapias de

artemisina pero todavia esté en estudio el mecanismo por el que se producen.™

Figura 12. Estructura de la artemisina.
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- Otros compuestos: atovaquona y agentes quelantes de hierro

La atovaquona es un derivado de la hidroxinaftoquinona y un analogo de la
ubiquinona. Se trata de un compuesto activo frente a todas las especies de
Plasmodium inhibiendo el desarrollo pre-eritrocitico en el higado y del ooquiste
en el mosquito, aunque se descubrié que presentaba sinergia con el proguanil y
que producia la aparicion de resistencias muy rapidamente, por lo que no debe

ser administrado como monoterapia (figura 13).2

Cl
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Figura 13. Estructura de la atovaquona.

Con respecto a los agentes quelantes de hierro, captan el hierro que es esencial
para el crecimiento, multiplicacion y sintesis de ADN por parte del parésito.
Destaca la desferrioxamina que es un quelante muy fuerte de Fe™ y que resulta

muy téxico para el parasito.?

11. Resistencia a terapias actuales

Segun la OMS, resistencia es la capacidad de una cepa parasitaria de sobrevivir
y/o multiplicarse a pesar de la administracion y absorcién de un medicamento dada a
dosis iguales o mayores que aquellas usualmente recomendadas aunque dentro de los

limites de tolerancia del sujeto.

Una de las mayores desventajas en el tratamiento frente a la malaria es el rapido
desarrollo y expansion de resistencia a P. falciparum y P. vivax frente a la mayoria de
compuestos antimalaricos. Esta es la razon por la que las investigaciones van dirigidas
al desarrollo de nuevos antimalaricos con dianas especificas en el parésito y el nuevo

uso de compuestos mas antiguos como la quinina, ya que a pesar de sus efectos
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adversos es muy accesible en los paises pobres. Recientemente se han conseguido

conocer algunas de las resistencias gracias al estudio del genoma y de los mecanismos

de accion de los diferentes tratamientos, siendo responsables de algunas de ellas el

extendido uso de monoterapias, como es el caso de la artemisina, y la falsificacion en

algunos paises de algunos farmacos.

12. Tratamientos actuales

Los regimenes terapéuticos en malaria son muy diversos ya que dependen de

varios factores como las caracteristicas del paciente, el tipo de Plasmodium que infecta

y la zona donde se contrae la enfermedad.

30

- Cloroquina

Se usa a dosis méxima de 25 mg/kg via oral en P. ovale y P. malariae ademas de
en cepas sensibles de P. vivax y P. falciparum. Su alternativa terapéutica es
gluconato de quinidina o quinina. Sus efectos adversos son nauseas, irritacion con
picor o desordenes neuropsiquiatricos. La sobredosis se trata con diazepam. En el
caso de cepas de P. vivax resistentes se usa mefloguina, halofantrina o sulfato de
quinina combinado con tetraciclinas o sulfonamidas. Para tratar recaidas por
hipnozoitos se usa el fosfato de primaquina y en el caso de P. falciparum resistente
el sulfato de quinina 250 mg/kg combinado con pirimetamina/sulfadoxina o
doxiciclina. Para tratar a mujeres embarazadas y a nifios se combina la quinina con

clindamicina.
- Quinina

Utilizada para el tratamiento de P. falciparum resistente a CQ, actuando como
esquizonticida sanguineo. Como alternativa se usa el gluconato de quinidina que es
mas potente. Las alternativas terapéuticas son mefloquina, halofantrina, atovaquona,
artemisina y pirimetamina/sulfadoxina. En el caso de P. falciparum se emplea
artemisina IV combinada con tetraciclina o mefloguina.. Los efectos adversos son su

sabor, tinnitus y pérdida de audicidn reversible.
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- Pirimetamina/sulfadoxina (Fansidar®)

Es inhibidor de la sintesis de acido folico del ciclo vital del parasito que se utiliza
mucho en paises en vias de desarrollo debido a su bajo coste, aunque el desarrollo
de resistencia a los antifolatos lo ha colocado como agente de segunda linea.

- Mefloquina (Lariam®)

Puede administrarse a dosis Unica de 25 mg/kg, actuando como esquizonticida
sanguineo. Puede combinarse con doxiciclina, quinina y derivados de artemisina
pero no se debe administrar a nifios de menos de 15 kg ni a pacientes que reciban
profilaxis o halofantrina. Sus efectos adversos consisten en vomitos, mareos, delirio,

ataxia y convulsiones, debido a su toxicidad neurologica.
- Halofantrina

Se administra en dosis de 24 mg/kg interviniendo en la degradacion de la
hemoglobina. Su absorcion oral es variable y esta contraindicado en enfermos con
afecciones cardiacas, embarazadas y durante la lactancia, estando asociada a

arritmias y toxicidad cardiaca.
- Atovaquona/proguanil (Malarone®)

La dosis empleada es 250 mg atavaquona/100 mg proguanil, usandose
generalmente en la profilaxis aunque también con P. falciparum resistente a otros

medicamentos. Tiene la gran ventaja de no presentar efectos adversos destacables.
- Derivados de artemisinay TCA

La dosis empleada es de 12 mg/kg aunque es conveniente que se combinen con
mefloquina, tetraciclina o clindamicina, siendo el tratamiento de eleccion para P.
falciparum resistente a quinina. La ventaja radica en la rapida eliminacion de
parasitemia y aunque no se ha descrito toxicidad severa en humanos, no se ha

determinado la seguridad de su uso durante el embarazo.
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- Artemeter/lumefantrina (Coartem® y Riamet®)

Consiste en una combinacion fija de 20 mg de artemeter y 120 mg de
lumefantrina, con accion esquizonticida sanguinea y siendo eficaz contra cepas de

P. falciparum resistentes a tratamientos sin artemisina.

13. Nuevas estrategias en la prevencién y tratamiento de la malaria
Actualmente la estrategia mundial contra la malaria tiene cuatro elementos basicos:
- Asegurar el diagndstico precoz y el tratamiento inmediato.

- Planificar y aplicar las medidas selectivas y sostenibles de prevencion.

- Detectar a tiempo, contener o prevenir las epidemias.

- Reforzar la capacidad local en materia de investigacion basica y aplicada para

evaluar regularmente la situacién del paludismo en esa region.
13.1 Busqueda de nuevas dianas

Se han desarrollado nuevas lineas de investigacion debido a la necesidad de
basqueda de nuevos medicamentos por la aparicion de resistencias por las mutaciones
del ADN del parasito. Esto se esta llevando a cabo gracias a los avances en el mundo de
la Quimica y de las nuevas tecnologias, asi como al desarrollo de la Bioquimica y de la

Gendmica que posibilitan la determinacion de nuevas dianas.

Destacan actualmente diferentes proyectos que se encuentran en la fase de
identificacion de cabezas de serie con actividad antimalarica o en periodo de
optimizacion con el fin de generar compuestos con propiedades terapéuticas adecuadas,
como los inhibidores de proteasas, de sintesis de acidos grasos, de sintesis de
isoprenoides o del transporte y metabolismo de fosfolipidos, y del metabolismo

mitocondrial o pirimidinico.
13.2 Productos naturales

A lo largo de la historia del tratamiento de la malaria los productos naturales han

tenido gran importancia como es el caso de la artemisina. La sociedad apuesta cada vez
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mas por lo natural y se han planteado busquedas de compuestos activos en plantas no
solo de diferentes regiones terrestres, sino también del mundo marino. Este es el caso de
algunos compuestos provenientes de ciertas especies de esponjas, algas y corales que
han demostrado poseer actividad antimalarica como las pirroloquinolinas o las

manzaminas A.>°
13.3 Desarrollo de vacunas

Las vacunas experimentales estan basadas en diversos antigenos derivados de las

diferentes formas que adopta el parasito durante su ciclo de desarrollo.
Actualmente los tipos de vacunas que se estan desarrollando se clasifican en:

- Vacunas pre-eritrociticas: son aquellas que impiden que los esporozoitos

penetren o se desarrollen en las células hepéticas.

- Vacunas contra las formas hematicas asexuadas: son aquellas que impiden que

los merozoitos penetren o se desarrollen en el interior de los hematies.

- Vacunas blogueadoras de la transmisién: son aquellas que estimulan la
produccion de anticuerpos contra antigenos de la fase sexuada del parésito, que
puedan impedir el desarrollo de esporozoitos infecciosos en las glandulas

salivales del mosquito Anopheles.

A pesar de las prometedoras vacunas que estan en desarrollo actualmente, hay que
tener en cuenta que los parasitos desarrollan ingeniosos y complejos mecanismos para

soslayar la respuesta inmunitaria del huésped.
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14.Definicion

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por el parasito protozoario
del filo Euglenozoa, clase Trypanosomatidea, orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae del género Leishmania y es transmitida por la picadura de insectos

dipteros de la familia Psychodidae, géneros Phlebotomus y Lutzomyia.*

Al igual que la malaria, la leishmaniasis esta relacionada con climas tropicales y
subtropicales, y con paises pobres o en vias de desarrollo. La enfermedad por su
naturaleza zoonotica afecta tanto a perros como a humanos, sin embargo, animales
silvestres como zarigiieyas, coaties y 0s0s hormigueros entre otros, son portadores

asintomaticos del parasito, siendo considerados como animales reservorios.

Dependiendo del tipo de leishmaniasis el tratamiento de la enfermedad puede ir
desde la ausencia de éste hasta ser extremadamente dificil de tratar. Recientemente se ha
informado de la aparicion de resistencias a los farmacos, requiriendo el uso de nuevos
farmacos maés tdéxicos. Esto unido a que la mayoria de los farmacos son de elevado
coste, que requieren regimenes de tratamiento largos y que son cada vez menos

efectivos frente al parasito, hace necesario el descubrimiento de nuevos compuestos.

15. Historia de la leishmaniasis

Los origenes de la enfermedad no son claros, abarca posibles migraciones desde
su posible origen en el continente africano o paleértico hacia el continente americano a
través del estrecho de Bering hace millones de afios, incluyendo los vectores de la
enfermedad que se adaptarian a los nuevos habitats. Una migracion mas reciente es la
de la especie L. infantum desde el Mediterraneo a los paises latinoamericanos debido a

la colonizacién europea del Nuevo Mundo.*?33

Aunque la primera descripcion de la enfermedad tuvo lugar alrededor del afio
1500 por El-Razy de Irag, no fue hasta 1898 cuando Peter Borovsky descubrid el agente
etioldgico responsable de la enfermedad y describi6 de forma correcta el agente

causante de la leishmaniasis cuténea.

37



Introduccion: Leishmaniasis

En 1901 fue W. B. Leishman quien observo cuerpos ovales durante el examen de

muestras patolégicas de bazo de un paciente que habia muerto por la enfermedad.

16. Epidemiologia: distribucion e incidencia

Segun el informe de la OMS, actualmente la leishmaniasis se extiende a lo largo
de cuatro continentes, siendo endémica en 88 paises, 72 de los cuales estan en vias de
desarrollo. Es una enfermedad intimamente ligada a la pobreza y sus diferentes formas

se distribuyen de la siguiente manera:

- El 90% de los casos mundiales de leishmaniasis visceral tienen lugar en:

Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan (figura 14).

|34

Figura 14. Distribucién mundial de leishmaniasis viscera

- El 90% de los casos de leishmaniasis mucocutanea en el mundo ocurren en:

Bolivia, Brasil y Pert (figura 15).
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Figura 15. Distribucién de leishmaniasis mucocutanea en el Nuevo Mundo.*

- El 90% de los casos de leishmaniasis cutanea en el mundo ocurren en:

Afganistan, Brasil, Iran, Peru, Arabia Saudi y Siria (figura 16).

Figura 16. Distribucion de leishmaniasis cutanea debida a L. major en el Viejo Mundo.**

La leishmaniasis afecta a personas muy pobres asociadas a malnutricion,
migraciones, analfabetismo, viviendas insalubres, discriminacion, debilidad del sistema

inmunologico y falta de recursos.

A pesar de que hasta hace poco tiempo la leishmaniasis era un problema de salud
terriblemente subestimado, esta enfermedad ha llegado a ser un serio impedimento para

el desarrollo socioeconémico de los paises afectados.

Durante los ultimos diez afios los casos han aumentado y las zonas endémicas se

han extendido con el agravante de que no todos los casos son registrados, ya que solo 32
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de los 88 paises endémicos realizan un seguimiento obligatorio de los afectados por esta
enfermedad. Se estima en 2 millones los nuevos afectados por la enfermedad en el
mundo cada afio, de los que 1,5 millones padecen leishmaniasis cutanea y 500 mil

leishmaniasis visceral, formando un total de 12 millones de personas afectadas.

Al igual que muchas enfermedades ligadas a la pobreza, causa alta morbilidad
pero baja mortalidad, con una presencia altamente invisible, ya que la mayoria de
afectados vive en lugares remotos padeciendo estigmas sociales debido a las
deformidades y cicatrices fruto de la enfermedad.*

17. El agente causante: Leishmania

La leishmaniasis es causada por parasitos del genero Leishmania que se
transmiten por la picadura de mosquitos hembra de los géneros Phlebotomus y

Lutzomyia infectados (tabla 1).

Leishmania es un protozoo flagelado cuya morfologia y ciclo vital de las distintas
especies que afectan al ser humano son similares pero cuyas manifestaciones clinicas

pueden ser diferentes.

Tabla 1. Especies de Leishmania que infectan a humanos.

Especies del Viejo Especies del Nuevo | Tipo de enfermedad
Mundo Mundo
Complejo L. major Complejo L. mexicana Cutanea
L. (L.) major L. (L.) mexicana
L. (L.) tropica L. (L.) amazonensis
L. (L.) aethiopica L. (L.) pifanoi
L. (L.) venezuelensis
Subgénero L. (Viannia)
L. (V.) braziliensis
L. (V.) panamensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) peruviana
L. (V.) lansoni
L. (V.) braziliensis Mucocutanea
L. (L.) aethiopica L. (L.) amazonensis Cutanea difusa o
diseminada
L. (L.) pifanoi
Complejo L. donovani Visceral
L. (L.) donovani
L. (L.) infantum L. (L.) chagasi
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Debido a que posee dos formas durante su desarrollo, Leishmania es considerado
un parésito protozoo dimorfico que posee un ciclo de vida complejo. Cada una de estas
formas representa una adaptacion a las condiciones ambientales que el parasito
encuentra cada vez que se ubica en uno de sus dos hospedadores: el mamifero y el

insecto vector.

En el intestino del mosquito vector, Leishmania se replica extracelularmente con
una forma caracteristicamente flagelada denominada promastigote, cuando estos
promastigotes son transferidos al mamifero, se transforman, una vez estan en el interior
de la vacuola parasitofora de la célula fagocitica, en una forma sin flagelo denominada

amastigote.*®

Cada una de estas formas de desarrollo del parasito se diferencia por los
requerimientos de nutrientes, su tasa de crecimiento, la expresion regulada de moléculas
de superficie y su morfologia. Los promastigotes son células alargadas con un cuerpo
celular que mide 5-20 x 1-4 um y un flagelo anterior de 20 um de longitud, mientras

gue los amastigotes son células redondas que miden 2 X 4 um.

La diferenciacién de Leishmania esta marcada por cambios en la morfologia y
funcién de los organulos en las vias secretora y endocitica. La endocitosis y exocitosis
tienen lugar en el reservorio del bolsillo flagelar de ambas formas del parasito,
utilizando los transportadores de membrana y la fusion de vacuolas autofagicas para
adquirir moléculas desde el exterior celular. Los acidocalcisomas sirven como lugar de
almacenamiento y liberacién de grandes cantidades de Ca** importantes para la

sefializacién celular.

A nivel energético, el parasito depende de la glicolisis y la fosforilacion oxidativa
para la obtencion de energia, siendo el glicosoma el Unico organulo relacionado con la
generacion de ATP por la via glicolitica. Al igual que otros miembros de la familia
Trypanosomatidae tiene una sola mitocondria que se extiende a lo largo de todo su
cuerpo, en cuyo interior cerca del cuerpo basal del flagelo, se encuentra una estructura

denominada kinetoplasto el cual posee cerca del 15% del total del ADN celular.

El nacleo, tanto en promastigotes como en amastigotes, se encuentra rodeado por
reticulo endoplasmatico, y en el centro se observa un prominente nucléolo de 1 um de

diametro.’
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18.Vectores de transmision: Phlebotomus y Lutzomyia

El parasito siempre tiene 2 huéspedes en su ciclo de vida: el primero es el
mosquito que actda como vector y el segundo es un vertebrado.

El primer huésped del parasito y vector de transmision es un mosquito diptero
hembra del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo,
ambos pertenecientes a la familia Psychodidae, habiéndose encontrado hasta el

momento 20 especies que transmiten el parasito.

Estos mosquitos destacan por tener un térax arqueado, con cuerpo, alas y patas
densamente pilosas (figura 17). No son insectos adaptados al habitat de las ciudades y
su transmision por medio de las hembras exclusivamente se debe a que éstas son

hematofagas, requiriendo sangre para la maduracion de los huevos.

Figura 17. Imagen de un mosquito del género Phlebotomus.®

De los huevos salen las larvas las cuales después de 4 mudas alcanzan el estadio de
pupa que da lugar al imago. La duracion total del ciclo oscila entre 30-85 dias,
dependiendo principalmente de factores ambientales como la temperatura y humedad

relativa.
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La actividad es crepuscular y post-crepuscular, pero en sitios sombreados y
hdimedos puede tener actividad diurna, abundando durante los meses calurosos y

lluviosos.

Son insectos muy pequefios, generalmente miden de 1,5 a 3 mm de largo con

coloracién general gris amarillenta y ojos muy oscuros que destacan sobre la cabeza.*®

19. Ciclo de vida de Leishmania

El ciclo tipico de vida de Leishmania se inicia cuando una hembra del mosquito
vector se alimenta de la sangre de un mamifero hospedador infectado (figura 18). El
parésito, que esta en su forma amastigote, se encuentra en ese momento en el interior de
la vacuola fagocitica de macrofagos de la piel y otras células fagociticas, siendo
transportado al interior del mosquito. Una vez dentro del intestino del mosquito y
debido al cambio de temperatura y aumento de pH, se inicia la transformacion del
amastigote hacia un parasito flagelado que posee una pobre motilidad. Esta primera fase
del parasito en el vector, caracterizada por una elevada replicacion, es llamada
“promastigote prociclico”. Aqui el parasito se encuentra ubicado en la parte posterior
del intestino del mosquito y da comienzo el inicio de un proceso denominado

metaciclogénesis.

Después de 1-2 semanas el parasito disminuye su capacidad de replicacion vy,
pasando por las formas de “promastigotes nectomonados” y “promastigotes
leptomonados”, se diferencia a una forma alargada llamada “promastigote metaciclico”,
siendo esta Ultima la forma infecciosa para el hospedador mamifero estando ubicada en
la parte anterior del intestino del mosquito. Esta forma del paréasito es depositada en el
interior de la piel de un nuevo hospedador mamifero cuando el mosquito se alimenta

nuevamente de sangre, transmitiéndose asi la enfermedad.

En la célula huésped del mamifero, el ciclo de vida de Leishmania es el de un
patdgeno intracelular obligado, que infecta preferencialmente células hematopoyéticas
de la linea monocito/macréfago en las cuales entra por fagocitosis, teniendo la
capacidad de evadir la respuesta inmune una vez dentro de ellas, infectando de la misma

manera neutrofilos, células dendriticas y fibroblastos.*°
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La orientacion en la que los promastigotes entran en la célula no es aleatoria,
produciéndose la interaccién con la célula huésped por el extremo, base del flagelo o
por el polo posterior, dependiendo de la especie de Leishmania. También se ha
descubierto que el parasito desarrolla diferentes estrategias para invadir los macrofagos
huésped asi como el papel muy importante que presentan en la fagocitosis los

anticuerpos y receptores Fcy.

Después de su internalizacion, los promastigotes se ubican preferentemente en el
interior de la vacuola parasitéfora (VP), donde inician su proceso de transformacién en
amastigotes. La forma en que se ubican los amastigotes en el interior de la vacuola no es
homogénea, observandose una heterogeneidad dependiente de la especie del paréasito y

pudiendo contener cada vacuola un solo parésito o varios.**

Varios dias después de iniciada la infeccion, las vacuolas parasitéforas que
contienen amastigotes se acumulan en la periferia de la célula, permitiendo la posterior
liberacion de los amastigotes al exterior de la célula en un proceso que al parecer es
mediado por la maquinaria exocitica celular. Los amastigotes libres tienen la capacidad

de infectar las células circundantes manteniendo la infeccion.*

CICLO DE VIDA DE Leishmania spp.
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Figura 18. Ciclo bioldgico de Leishmania.*®
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20. Tipos de Leishmania y sintomatologia.

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis son variables y estan relacionadas
con la cepa del parésito, el medio ambiente y la respuesta inmune del huésped. Cuatro
diferentes formas clinicas estan bien caracterizadas: leishmaniasis cutanea,

leishmaniasis mucocutanea, leishmaniasis cutanea difusa y leishmaniasis visceral.
- Leishmaniasis cutanea

Las especies responsables de este tipo de leishmaniasis en el Viejo Mundo son L.
tropica (L. major, minor y aethiopica), y en los paises mediterraneos se ha
identificado recientemente L. donovani infantum. En el Nuevo Mundo son
responsables L. mexicana, L. amazonensis, L. venezolensis, L. braziliensis, L.

guyanensis y L. peruviana.

La aparicion de las lesiones cutdneas a veces se encuentra asociada con la
picadura del vector, sin embargo, a pesar del periodo de incubacion para desarrollar

la enfermedad clinica evidente puede variar de semanas a meses.*

En general estas lesiones respetan palmas, plantas y cuero cabelludo, siendo la
especie de Leishmania infectante, la localizacion de la lesion y la respuesta inmune
del huésped los principales determinantes para las manifestaciones clinicas y la

cronicidad de las lesiones no tratadas.

Se ha relatado como un signo precoz en los casos de leishmaniasis cutanea la
aparicion de nodulos linfaticos satélites. El inicio de los sintomas linfaticos puede
aparecer antes, simultaneamente o después de la ulceracion de la piel, y en casos

muy raros podria inclusive ser el Gnico diagndstico de la infeccion.

La forma cutanea de la leishmaniasis se caracteriza por presentar lesiones muy
particulares, siendo las mas frecuentes las lesiones de tipo ulcerosas. Las primeras
manifestaciones son pequefias lesiones caracterizadas por maculas rosadas o rojas,
pruriginosas, del tamafio de la cabeza de un alfiler o una lenteja, que tiene
semejanza con las picaduras de los insectos, a los pocos dias éstas se elevan y
adquieren un caracter papuloso, presentando una base firme, indurada e

hiperémica.*
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Después de varios dias, esta lesion inicial se ulcera espontaneamente y se recubre
de un liquido amarillento y adherente, que posteriormente da lugar a costra. Debajo
de ésta, la lesion se extiende en superficie y profundidad, pudiendo ademés aparecer

lesiones satélites que pueden unirse a la inicial y dar lugar a una gran ulceracion.

En los primeros meses de evolucion de la enfermedad, cuando la relacion
parasito-huésped muestra un desequilibrio a favor del primero, la Ulcera tiende a
crecer hasta un tamafio maximo que varia en funcion de la especie del parasito y de
la respuesta inmune del huésped. Posteriormente, casi siempre las lesiones se
estabilizan y a medida que empieza a prevalecer la reaccion del huesped, la
enfermedad tiende a evolucionar hacia la cura espontanea, abarcando en la mayoria

de las ocasiones un periodo de 6 meses a 3 afios.

Otra forma de presentacion puede ser la forma nodular con superficie lisa que
puede ulcerarse, observandose en ocasiones alrededor de una lesién ulcerosa central
o0 de la cicatriz que dejo, la formacion de varios noédulos; aspecto bastante tipico de

la leishmaniasis.
- Leishmaniasis mucocutanea

La lesion cutanea primaria producida por L. braziliensis, puede evolucionar a esta
forma de leishmaniasis conocida como espundia (ayudada con frecuencia por

sobreinfeccion bacteriana asociada).

Las lesiones mucosas secundarias pueden aparecer existiendo todavia las
manifestaciones cutaneas o cuando estas ya han cicatrizado, siendo esta ultima el

caso mas frecuente.

En aproximadamente un tercio de los pacientes, la enfermedad se manifiesta
primariamente en las mucosas sin prestar antecedentes de lesiones en la piel. En los

casos de lesiones mucosas ya no existe la tendencia a la cura espontanea.

La leishmaniasis mucocutanea en los primeros afios de su evolucion compromete
muy poco el estado general, sin embargo cuando las lesiones mucosas estan muy
avanzadas y comprometen la mucosa de la boca y de la laringe, alteran la
alimentacion y la respiracion con el consiguiente compromiso del estado general. En

estas condiciones donde también se encuentra dificultad para la alimentacion, los
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enfermos presentan desnutricion con la consiguiente aparicion de otras infecciones
sobre agregadas como la tuberculosis. Este tipo de pacientes con lesiones severas, Si

no son tratados, pueden llegar incluso a la muerte por una complicacion aguda.
- Leishmaniasis cutanea difusa

Un aspecto peculiar de la leishmaniasis cutanea es observado en la forma llamada
difusa o hansenoide, observada en infecciones causadas por L. amazonensis. La
enfermedad se caracteriza por la presencia de nodulos aislados o agrupados,
maéculas, papulas, placas infiltradas y en algunos casos lesiones verrucosas. Las
lesiones muestran generalmente limites imprecisos que se confunden con la piel

normal, dando a la enfermedad un aspecto que recuerda a la lepra lepromatosa.*®

La enfermedad parece iniciarse bajo la forma de lesiones localizadas, de aspecto
nodular o en placa infiltrada que poco a poco se disemina por todo el cuerpo. Estas

lesiones no curan espontdneamente y tienden a la recaida después del tratamiento.
- Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral, conocida también como Kala-Azar, fiebre Dum-Dum,
esplenomegalia tropical, etc., es una enfermedad infecciosa sistémica, aguda o
cronica, que afecta preferentemente al higado, bazo, ganglios y con menos
frecuencia a otros érganos como rifidn, aparato digestivo y sistema nervioso central.
Las especies del parasito responsables de la leishmaniasis visceral son L. donovani,

L. infantum y L. chagasi.

Después de la picadura del vector, existe un periodo de incubacion que varia entre
los 4 y 10 meses, cuando ocurre la invasion visceral se inicia la fiebre, casi siempre
progresiva y elevada, remitente o intermitente, que dura semanas y se alterna con

periodos afebriles, también de semanas.

El bazo crece gradualmente y sobrepasa el reborde costal. En la fase cronica la
esplenomegalia es muy marcada y puede llegar hasta la fosa iliaca derecha
abultando considerablemente el abdomen. Después de varios meses de enfermedad,
el paciente llega a la emanacion, generalmente con edema de miembros inferiores,
presentando anemia, leucopenia y trombocitopenia. La mayoria de los nifios no

tratados mueren pocos meses después de iniciada la enfermedad.
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21.Deteccidn y diagnostico
- Clinico-epidemioldgico

Se debe sospechar leishmaniasis superficial en casos con lesiones activas tanto de
piel como de mucosas, especialmente Ulceras que no hayan cedido a la terapéutica

tradicional, en individuos procedentes de zonas endémicas.

Se debe sospechar leishmaniasis visceral en todo paciente portador de un cuadro
febril  prolongado, acompafiado de hepatoesplenomegalia, palidez vy

enflaquecimiento progresivo.

Aunque este enfoque puede ser util en el diagndstico de la leishmaniasis, la

demostracion real del parasito es importante y definitiva.

- Diagnostico de laboratorio

- Demostracién del parasito

Mediante métodos directos de observacion de microorganismos que se ponen de

manifiesto por la deteccion de amastigotes en muestras de tejidos infectados,
pudiendo aparecer intracelularmente o libres tras la ruptura de las células. Se puede
realizar un frotis por aposicién que se colorea con tincion Giemsa, y practicar una

biopsia, pudiéndose examinar el tejido histolégicamente.

Con respecto a los métodos indirectos, destacan los medios de cultivo

monofasico, bifasico y liquido, que pueden detectar el estadio promastigote, y la

homogenizacidn de tejidos para inyectarlo en un animal de experimentacion.

- Métodos inmunoldgicos
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Destaca la reaccién intradérmica (RID) que consiste en una reaccion de

hipersensibilidad tardia muy util en los casos no recientes de infeccion en

leishmaniasis cutdnea o mucocutanea. Otra prueba es la del formol gelificado que

consiste en la opacificacién y coagulacion del suero que produce una inversion de
la relacion albdmina/globulina, el problema reside en que es una prueba
inespecifica ya que varias enfermedades pueden provocar alteraciones proteicas en

el suero. La_reaccion de fijacién del complemento (RFC) es altamente sensible

aunque con baja especificidad, y se realiza con antigeno homologo o con antigeno
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heter6logo de bacilos alcohol-resistentes. Otras técnicas conocidas en serologia
como la inmunofluorescencia indirecta, la inhibicién de la hemaglutinacion, la

contrainmunoelectroforesis y el ELISA, también son empleadas en el diagndstico.
- Métodos auxiliares

La hematologia es muy importante en casos de anemia, leucopenia, linfocitosis y
trombocitopenia. Se realiza también electroforesis para el estudio de las proteinas
séricas, como el caso de la hiperganmaglobulinemia e hipoalbuminemia en Kala-

Azar.

22. Medidas de control y prevencion de la leishmaniasis

Actualmente existen varias vacunas aungue sus resultados no son totalmente
eficientes, una de las estrategias consiste en el desarrollo de anticuerpos que impidan al
parasito reconocer los puntos de entrada a la célula. A pesar de ello, la complejidad del
ciclo vital del parasito asi como su interaccién con el huésped dificultan una respuesta
inmune. También se ha desarrollado la vacunacion genética, utilizando ADN
produciendo una respuesta protectora contra varios patégenos, ya que induce una
resistencia a la infeccion mediante activacion de linfocitos Tcpg+ Y la produccion de

interleuquina-12 e interferén.

Otros genes de Leishmania que han sido ampliamente utilizados en cepas del
Viejo Mundo son las histonas, moléculas inmunoldégicamente relevantes durante la
enfermedad que han generado una proteccion efectiva frente a un nuevo reto frente a

cepas homdlogas.

Ningun farmaco ni vacuna se ha mostrado eficaz en el control de la enfermedad,
haciendo necesario utilizar otras medidas como la quimioterapia y la prevencion de la
transmision del parasito desde el mosquito.*” Por ello es importante tener en cuenta una
serie de factores para prevenir la picadura del mosquito, como por ejemplo el evitar
estar expuesto al aire libre en las horas de méxima actividad del mosquito (durante el
anochecer y el amanecer), el uso de redes protectoras o la aplicacion de repelentes

como la N,N-dietilmetiltoluamida.
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Igualmente importantes son las medidas de salud pudblica para reducir las
poblaciones del mosquito como el control de animales domésticos y el rociamiento con

insecticidas o destruccién de las madrigueras de éstos.*®

23. Tratamiento

A pesar de la diversidad de compuestos disponibles para el tratamiento de la
leishmaniasis, se sabe que Leishmania tiene la capacidad de responder a la presion de
los medicamentos utilizando mdaltiples vias; esta propiedad del parasito genera multiples
fallas terapéuticas y favorece el incremento de cepas resistentes a los medicamentos ya

existentes.

Lo expuesto anteriormente hace que la busqueda de nuevos medicamentos Utiles
para el control de la leishmaniasis sea una meta imperativa. A continuacion se hace una
descripcion general de los medicamentos utilizados para el tratamiento de la

enfermedad:
- Antimoniales pentavalentes

En este grupo de medicamentos se encuentran el estibogluconato de sodio
(Pentostam®), aplicado clinicamente desde hace casi un siglo y el antimoniato de
meglumina (Glucantime®). En un principio se utilizaron antimoniales trivalentes
(Sblll), pero después se comprobd que los antimoniales pentavalentes (SbV) eran mas

efectivos contra la leishmaniasis visceral, al mismo tiempo que menos toxicos.

El tratamiento de todos los tipos de leishmaniasis esta basado fundamentalmente
en este tipo de medicamentos (figura 19). Sin embargo, el incremento de cepas de
Leishmania resistentes a estos farmacos ha generado un grave problema, llegando a ser
efectivo el tratamiento en algunas zonas en torno al 50%. Aunque el mecanismo de
accion preciso de este farmaco no es totalmente conocido, se ha consensuado que actla
en varias dianas inhibiendo la glicolisis, la oxidacion de acidos grasos y la inhibicion de
la fosforilacion de ADP del parasito. De la misma manera se ha demostrado que los
antimoniales pueden bloguear los grupos SH de las proteinas de amastigotes y bloquear
la topoisomerasa |. Recientemente se comprobd que este tipo de farmacos puede alterar

el equilibrio redox-tioles siendo el parasito méas susceptible al estrés oxidativo.
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Figura 19. Estructura quimica del Pentostam®.

- Anfotericina B (AmB)

La anfotericina B es una antibiético macrélido anti-fungico aislado de la bacteria
Streptomyces nodosus, que posee una excelente actividad antileishmaniasica (figura 20).
Su modo de accion esta asociado a la interaccion de este medicamento con los esteroles
presentes en la membrana celular; esta interaccion induce la formacion de poros en la
membrana celular que facilitan la entrada de cationes y aniones llevando al parasito a la

muerte debido a los cambios osméticos.

En lugares con mucha incidencia de leishmaniasis visceral, donde la resistencia a
los antimoniales es muy alta, este medicamento es una buena fuente de eleccion con

porcentajes de cura del 96% como es el caso de la region al norte de la India.>®

Los factores limitantes del uso de este medicamento se basan en su posible
toxicidad, produciendo miocarditis y disfuncién renal, por lo que durante su
administracion es necesaria la hospitalizacion con monitorizacién constante. Hasta la
fecha no se han detectado casos de leishmaniasis con resistencia a anfotericina B; sin
embargo, en estudios realizados in vitro se han producido clones de L. donovani

resistentes a este medicamento.
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Figura 20. Estructura de la anfotericina B.

- Anfotericina B liposomal (L-AmB)

La aplicacion clinica de este medicamento ha demostrado ser uno de los avances
mas sobresalientes en el tratamiento de la leishmaniasis. Se ha demostrado que este tipo
de medicamento aplicado a pacientes con leishmaniasis visceral en la India, en dosis de
15 mg/kg y durante periodos que oscilan entre 1 y 5 dias, tiene una eficacia del 97-
100%. Este tipo de estudios caracterizdé a la L-AmB como un medicamento de alta
capacidad leishmanicida, baja toxicidad y de administracién durante periodos cortos lo
cual reduce los dias de hospitalizacién.” Desafortunadamente, y debido al elevado coste
de este medicamento en el mercado, esta dosis Unica altamente atractiva permanece

inaccesible para muchos pacientes enfermos con leishmaniasis.

- Miltefosina

Los analogos de los lisofosfolipidos (LPAs) comprenden un grupo de compuestos
metabolicamente estables que ademas de servir como agentes antitumorales tienen una
potente actividad antiparasitaria, particularmente contra parasitos tripanosomatidos
como Leishmania. Este grupo de compuestos incluye los alquil-fosfocolina tales como
la miltefosina (hexadecilfosfocolina). Actualmente es usada en varias zonas afectadas,
tanto por leishmaniasis cutanea como visceral, con una eficiencia que oscila entre el
95% y el 100%.
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Su mecanismo de accion se relaciona con la modulacién de receptores de
superficie, el metabolismo de inositol, la activacion de la fosfolipasa, la proteina
quinasa C y otras vias mitogénicas que finalmente conducen a un proceso similar a la

apoptosis celular.>

La miltefosina fue recientemente introducida en el esquema de tratamiento clinico
de la leishmaniasis y es por esto que posiblemente no se haya detectado hasta el

momento resistencia del parasito frente a este medicamento (figura 21).

N /O\/\N/
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Figura 21. Estructura de la miltefosina.

- Pentamidina

La pentamidina es un medicamento utilizado principalmente como segunda
opcion en los casos de leishmaniasis visceral refractarias al tratamiento con
antimoniales (figura 22). Sin embargo, su uso se ha discutido debido a la resistencia de
Leishmania frente a él y a los efectos adversos que genera en los pacientes tratados.
Actualmente se utiliza para el tratamiento de leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis
cuténea, y aunque su mecanismo de accion no es totalmente conocido, se ha descubierto
que se acumula principalmente en la mitocondria, donde potencia la accién de
inhibidores del complejo Il de la cadena respiratoria, y que inhibe la topoisomerasa Il a

nivel nuclear.®®

O\/\/\/O
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Figura 22. Estructura quimica de la pentamidina.
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- Paromomicina

Este compuesto obtenido de cultivos de Streptomyces rimosus posee actividad
tanto en bacterias como en protozoos (figura 23). Aunque su efecto leishmanicida se
descubrié en 1960, no fue hasta los afios 80 cuando se inicid el uso topico en el
tratamiento de la leishmaniasis cutanea y aplicacion parenteral para leishmaniasis
visceral. EI mecanismo de accion de la paramomicina tiene como objeto principal el

ribosoma del parasito.

Entre otros efectos que puede producir este farmaco se encuentran la alteracion de
la fluidez de la membrana celular, alteraciones en el metabolismo de lipidos y algunas
actividades mitocondriales alterando el metabolismo energético celular.>
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Figura 23. Estructura quimica de la paromomicina.

- Edelfosina

En un principio la miltefosina, edelfosina y algunos otros alquil-lisofosfolipidos
fueron desarrollados como agentes anticarcinogénicos, pero se descubrio que inducian

apoptosis en promastigotes de Leishmania infantum.

La edelfosina produce la muerte celular (figura 24), que puede ser regulada por la
expresion ectdpica de los miembros antiapoptéticos y proapoptéticos de la familia Bcl-2
de las proteinas Bcl-X, y Hrk, lo que sugiere la similitud de este proceso con la

apoptosis eucariota.”
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Figura 24. Estructura quimica de la edelfosina.

- Sitamaquina

La sitamaquina es un farmaco en fase de estudio en estos momentos con
expectativas muy esperanzadoras en el tratamiento de la leishmaniasis (figura 25), y
aunque su mecanismo de accion es desconocido, se piensa que afecta a la cadena

transportadora de electrones de la mitocondria.
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Figura 25. Estructura quimica de la sitamaquina.

24. Tratamientos actuales

Los regimenes terapéuticos en leishmania son muy diversos ya que dependen de
varios factores como las caracteristicas del paciente, la especie de Leishmania que
infecta y la zona donde se contrae la enfermedad. Segin la OMS el tratamiento actual
frente a la leishmaniasis es el representado en las tablas 2 y 3:
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Tabla 2. Tratamiento actual frente a la leishmaniasis visceral.*®

Compuesto Régimen de tratamiento
L-AmB 10 mg/kg 1 dia
L-AmB 20 mg/kg 2-4 dias
Anfotericina B desoxicolato 1 mg/kg 30 dias (dias alternos)
Miltefosina 100 mg/dia 28 dias
Paromomicina 15 mg/kg/dia 21 dias
Estibogluconato de sodio 20 mg/kg/dia 30 dias
Antimoniato de meglumina 20 mg/kg/dia 30 dias
L-AmB 5mg/kg + miltefosina 100 mg/dia 8 dias
L-AmB 5mg/kg + paromomicina 15 11 dias
mg/kg/dia
Miltefosina 15 mg/dia + paromomicina 15 10 dias
mg/kg/dia
Estibogluconato de sodio 20mg/kg/dia + 17 dias

paromomicina 15 mg/kg/dia

Tabla 3. Tratamiento actual frente a leishmaniasis cutanea.®®

Compuesto Régimen de tratamiento
Estibogluconato de sodio (sistémica) 20 20 dias
mg/kg/dia
Estibogluconato de sodio (intralesionar) Hasta que la lesion se haya curado
Antimoniato de meglumina (sistémica) 20 20 dias
mg/kg/dia
Antimoniato de meglumina (intralesionar) Hasta que la lesion se haya curado
Pentamidina Superior a 4 meses

La ausencia de vacunas efectivas, la aparicion de resistencias a estas terapias, asi
como la toxicidad de las mismas y su elevado coste, hacen necesario la busqueda de

nuevos compuestos contra la leishmaniasis.
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25. Quinoxalinas, una estructura quimica con un amplio rango de
actividades bioldgicas

Las quinoxalinas, también conocidas como 1,4-benzodiazinas, son biciclos
aromaticos que presentan dos atomos de nitrégeno en posiciones 1 y 4 (figura 26). La
quinoxalina se ha descrito como un bioisostero de quinolina, naftil y algunos otros

anillos heteroarométicos incluyendo la pirazina (figura 26).>

X [Nj
= =
N N

quinolina pirazina naftil

quinoxalina

Figura 26. Estructura de la quinoxalina y sus bioisosteros.

Los derivados de quinoxalina son un tipo de compuestos de gran interés en el

campo de la quimica médica, debido a que presentan un amplio rango de propiedades

bioldgicas como  anticancerosos>®®®,  antituberculosos®®’,  anticoagulantes

68-71

68,69

analgésicos®® !, antiinflamatorios y antioxidantes’"°. En la figura 27, se muestran una

serie de derivados de quinoxalina con diferentes actividades bioldgicas.
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Figura 27. Estructura de derivados de quinoxalina con actividad biolégica: A-anticancerosa, B-

antituberculosa, C-anticoagulante, D-analgésica, E-antiinflamatoria y antioxidante.

También se han publicado varios articulos en los que derivados de quinoxalina y
quinoxalinonas han sido estudiadas como potenciales agentes en el sistema nervioso
central’®"® y agentes antivirales como anti VIH-1 (inhibidores de la retrotranscriptasa)®*
82 (figura 28).
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Figura 28. Estructura de quinoxalinona con propiedades ansioliticas (A), como inhibidora de receptores
AMPA (B), y estructura de derivado de quinoxalina con actividad anti VIH-1 (C).

La oxidacion de ambos nitrogenos de este sistema heterociclico conlleva la
obtencion de derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina (figura 29), aumentando el
nimero de propiedades biolégicas.®® Se ha comprobado que los derivados de 1,4-di-N-

oxido de quinoxalina mejoran los resultados bioldgicos mostrados por sus analogos

84-86 87-89 90-95

reducidos como antivirales, anticancerosos, antibacteriano, y

96,97

anticandida,
antiprotozoario
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Figura 29. Estructura general de los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina.

De hecho, desde los afios 40, las quinoxalinas 1,4-di-N-6xido fueron
conocidas como potentes agentes antibacterianos y han sido utilizadas como
suplementos alimentarios para el crecimiento animal.*>%%°

Como resultado de diferentes proyectos de investigacion, nuestro grupo ha
sintetizado diferentes series de derivados de 1,4-di-N-O0xido de quinoxalina, con una
gran variedad de sustituyentes en posicion 2, 3, 6 y 7 (figura 29). Con relacion a la
posicion 2, nuestro grupo ha trabajado principalmente con grupos carbonitrilo,
cetona, éster y derivados de amidas (figura 30). Grupos metil, fenil, trifluorometil,
amino o piperazinil son algunos de los sustituyentes estudiados en posicion 3. Y
finalmente grupos donadores y aceptores de electrones han sido considerados en las
posiciones 6 y 7 del anillo aromatico. Estos trabajos han permitido identificar a los
derivados de 1,4-di-N-0xido de quinoxalina como receptores antagonistas de
serotonina’®, inhibidores quinasa'®, antihipertensivos y anticoagulantes'®,

103-105 106-111

antituberculosos , antimalaricos , antichagasicos®®¥"**2, leishmanicidas™*,

114-116 74,75

antitumorales
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, antiinflamatorios y agentes antioxidantes

Figura 30. Estructura de derivados de 1,4-di-N-0xido de quinoxalina con actividad biol6gica: A-

antitumoral, B-antichagasica, C-antituberculosa.
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26. Derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina y malaria

Tanto la similitud entre quinolinas y quinoxalinas, como la presencia de parte de
las quinoxalinas en un amplio espectro de antibioticos, hizo pensar que las quinoxalinas
anélogas de quinolinas antimaléricas exhibirian dicha actividad.

La primera publicacion que hace referencia a los derivados de quinoxalina como
agentes antiplasmodiales data de 1948, aunque los primeros estudios continuados
datan de principios de los afios 70.1**'%' E| equipo de Moreno y Schultz testé la
actividad antimalarica frente a Plasmodium berghei en ratones, con derivados de la 2-
quinoxalinametanol, 2-quinoxalinil cetoximas y 5,8-dimetoxiquinoxalina.

Posteriormente Djudovic en 1976 y Rangisetty en 2001, quien evalud la actividad
antimalarica de nuevos derivados de arilaminoquinoxalinas frente a Plasmodium yoelii
en ratones a una dosis de 75 mg/kg, obtuvieron simplemente una moderada
actividad.'#2*%

Parecia que la hipdtesis fallg, sin embargo, todos estos estudios se realizaron
utilizando derivados de quinoxalina reducida. Basandose en la idea de que los
derivados de 1,4-di-N-0xido de quinoxalina mejoraban la actividad antimicobacteriana
con respecto a sus analogos reducidos, nuestro grupo decidié llevar a cabo la evaluacion
in vitro de algunos de nuestros compuestos di-N-0xido frente a Plasmodium falciparum.

Por tanto, comenzamos estudiando la actividad antiplasmédica de los derivados
del 2-ciano-7-cloroquinoxalina 1,4-di-N-6xido, mostrando valores de Clsp= 0,05uM y
12,6 UM en la cepa F32-Tanzania (sensible a la cloroquina), obteniéndose como
compuesto lider el 2-ciano-7-cloro-3-[4-(2-metoxifenil)-piperazin-1-il]Jquinoxalina 1,4-
di-N-6xido (figura 31).*! Posteriormente se estudi6 la influencia de los grupos 1,4-di-
N-6xido en el anillo de quinoxalina con respecto a la actividad antiplasmddica,
confirmando su importancia mediante la comparacion de los resultados de dicha
actividad entre dos series: derivados del 3-aril-2-cianoquinoxalina 1,4-di-N-6xido y
derivados del 3-aril-2-ciano quinoxalina.*® Concluyéndose en este trabajo que los
derivados de quinoxalinas 1,4-di-N-6xido presentan una actividad antimalarica superior
a los derivados reducidos. Ademas de los derivados de la quinoxalina-2-carbonitrilo
1,4-di-N-Oxido, se estudio la actividad de otros derivados de 1,4-di-N-Oxido de

quinoxalina como los del 3-trifluorometilquinoxalina-2-carbonil %%
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Figura 31. Estructura de algunos derivados de 1,4-di-N-Oxido de quinoxalina como agentes

antiplasmaodicos publicadas por nuestro grupo.

Mientras tanto, otro grupo realizd un intento con derivados reducidos de
quinoxalina, siendo sintetizados y testados dieciocho pirroles y bispirroles [1,2-
aJquinoxalina para observar su actividad in vitro en cepas de Plasmodium falciparum:
Thain (cloroquina sensible), FcB1 y K1 (cloroquina resistentes). Los derivados bispirrol
mostraron superior actividad antiplasmddica con respecto a los analogos monopirrol.
Ademas, se observo que la presencia de un grupo metoxi en el nucleo del pirrol [1,2-
aJquinoxalina aumentaba la actividad. Los efectos de los farmacos sobre la formacion
de B-hematina fueron ensayados, y mostraban similar o superior actividad inhibitoria
que la cloroquina.*®*

En el afio 2008, continuando con los esfuerzos del grupo, fueron sintetizados y
evaluados frente a cepas cloroquina resistentes de Plasmodium falciparum, derivados
del 2-arilcarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-N-0xido. Los resultados del estudio
relacién estructura-actividad mostraban un aumento de la actividad con la presencia de
atomos electroatrayentes en posiciones 6 o 7 del anillo y en derivados no sustituidos, y
con la presencia de un pequefio anillo aromatico unido a un grupo cetona (figura 32). El
compuesto mas activo y menos toxico fue el 7-cloro-2-(2-furilcarbonil)-3-

trifluorometilquinoxalina 1,4-di-N-6xido.*®
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Figura 32. Estructura de los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina lideres como agentes

antiplasmaodicos publicadas por nuestro grupo.

Ese mismo afio, fueron sintetizados y evaluados frente a P. falciparum nuevos
derivados de la 3-fenilquinoxalina 1,4-di-N-6xido, y como resultado del estudio de
relacion estructura-actividad se observo la disminucion de la actividad antiplasmodica
cuando el grupo carbonitrilo era sustituido por otros, como un grupo ester o por un

acido carboxilico, confirmandose su caracter farmacéforo. %

27. Derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina y leishmaniasis

Debido a la actividad antiplasmédica de ciertos derivados de 1,4-di-N-Oxido de
quinoxalina, algunos equipos de investigacion ensayaron este tipo de derivados frente a
otras enfermedades parasitarias como la leishmaniasis.

Estos trabajos son muy recientes y la primera publicacion sobre derivados de 1,4-
di-N-6xido de quinoxalina como agentes leishmanicidas data del afio 2003.**

En 2006, una serie de 29 nuevos derivados de quinoxalina fueron sintetizados y
evaluados in vitro frente a Leishmania donovani mostrando interesante actividad los que
posefan grupos amida.*?°

Un afio después, fue sintetizada una serie de derivados de pirroles [1,2-
aJquinoxalina y evaluada frente a L. amazonensis y L. infantum, dejando de ser desde
ese momento las quinoxalinas reducidas las U(nicas estudiadas frente a la

leishmaniasis.'?’
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En 2008, nuestro grupo basandose en su amplia experiencia en enfermedades
infecciosas, comenzd una nueva linea de investigacion frente a la leishmaniasis. Se
sintetizaron y evaluaron in vitro frente a amastigotes de Leishmania amazonensis,
derivados del 3-fenil-1-(1,4-di-N-0xido quinoxalin-2-il)-2-propen-1-ona (figura 33). El
compuesto mas activo fue el (2E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(3,6,7-trimetil-1,4-dioxi-
quinoxalin-2-il)-propenona, revelando la citotoxicidad en macréfagos que este producto

es casi seis veces mas activo que toxico.'

(|)' o)
RY N+\ / RS
/
RS N* R4
o} RS

Figura 33. Estructura quimica de los derivados del 3-fenil-1-(1,4-di-N-6xido quinoxalin-2-il)-2-

propen-1-ona.

Finalmente, en 2011 fueron ensayados derivados de quinoxalinas (pirazoles y
propenonas) frente a Leishmania peruviana, mostrando el compuesto 2,6-dimetil-3-f-
quinoxalina 1,4-di-N-6xido una inhibicion del 50% del crecimiento del parasito a una
concentracion de 8,9 uM con ningun impacto frente a células de rifibn y con baja

toxicidad frente a células THP-1 y macréfagos. 18
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Hipotesis de Trabajo

El trabajo experimental presentado en esta memoria se basa principalmente en la
sintesis de compuestos cuyo nuacleo sea el doble anillo de 1,4-di-N-6xido de
quinoxalina, siguiendo una estrategia de unién de fragmentos biolégicamente activos
para desarrollar nuevos farmacos con potencial actividad antimalarica y leishmanicida
(figura 34).

QUINOXALINA “LINKER” j=——/ FRAGMENTO

1,4-DI-N-OXIDO ACTIVO

I T
R’ N NH RY N R

AN \N/ A

= = =
N* ‘ R® N* AMIDA——FRAGMENTO ACTIVO
| X |
o N cl o

FRAGMENTO ACTIVO

Figura 34. Modelos propuestos para el desarrollo del proyecto.
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo la busqueda de nuevos derivados de 1,4-
di-N-6xido de quinoxalina para el tratamiento de la malaria y la leishmaniasis. El
planteamiento consiste en el disefio y sintesis de varios derivados de cada serie, asi
como su evaluacion bioldgica in vitro contra P. falciparum (malaria), L. amazonensis y
L. infantum (leishmaniasis). Algunos de estos compuestos seran seleccionados en base a
su variabilidad estructural y resultados bioldgicos, para, después realizar un estudio

sobre la relacion estructura-actividad.

Con la finalidad de alcanzar el principal propdsito de este proyecto, han sido

propuestos una serie de objetivos especificos:

[EEN
1

Revision bibliogréfica de los farmacos con actividad antimalarica vy

leishmanicida publicados hasta la fecha.

2- Disefio de nuevos derivados de 1,4-di-N-O0xido de quinoxalina, con potencial

actividad antimalarica y antileishmaniéasica.
3- Sintesis de los compuestos disefiados.
4- Caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados.
5- Evaluacion bioldgica in vitro de los derivados sintetizados.

6- Estudio computacional y de relacion estructura-actividad de los nuevos

compuestos obtenidos.

7- Buasqueda de nuevos compuestos lider y optimizacion en el disefio de nuevos

derivados.

75






VII. PLAN DE TRABAJO






Obijetivos y Plan de Trabajo: Plan de Trabajo

28. Revision bibliografica

Se llevara a cabo una amplia revision tanto de los farmacos utilizados, como de
las nuevas aproximaciones en la investigacion de compuestos frente a malaria y

leishmaniasis.

29. Disefio de nuevos derivados de 1,4-di-N-oxido de quinoxalina

Continuando con la linea de investigacion llevada a cabo por nuestro grupo para
el desarrollo de agentes con actividad antimalérica y leishmanicida, se plantea la
modificacion estructural de anteriores derivados de 1,4-di-N-0xido de quinoxalina que
han presentado buenas actividades antiparasitarias con el fin de obtener nuevos

compuestos activos en el tratamiento de la malaria y la leishmaniasis.

El primer planteamiento propone la combinacién de derivados de 1,4-di-N-6xido
de quinoxalina con un grupo carbonitrilo en posicion 2, con diferentes estructuras
(anillos aromadticos, ciclos y cadenas alifaticas) con actividad antimalarica y/o
leishmanicida previamente consultadas tras una amplia revision bibliografica (figura
35).129-138

i
R’ N CN
X
/
R® r|\1* AMIDA—R
o

Figura 35. Modelo propuesto para los compuestos de las series 1-5.

Como se ha descrito anteriormente en la Introduccion en relacion a los derivados
de quinoxalina y su actividad antiplasmodica y leishmanicida, estudios de relacion
estructura-actividad han observado la disminucién de la actividad antiplasmddica
cuando el grupo carbonitrilo es sustituido por otros grupos como un grupo éster o un

acido carboxilico, confirmandose su caracter farmacéforo. %
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Plan de Trabajo

Partiendo de la estructura general que se muestra en la figura 35 se plantean 5
series de compuestos con distintas sustituciones en el grupo amino en posicion 3 del

doble anillo de quinoxalina (figura 36).
RZ I*jim R7i :: iwjim
=
R® N+/ NH—%T—Aromélico R T+ NH
o o o o

Serie 1 Serie 2
o

¢

NS CN
X 0
6 I /U\ / \
R N NH N, N R"
I \_/
R

Serie 3

R% N CN R. N CN
X o) X (0]
R® N NH Giclo R® r|\r NH

o o

Alifatico

Serie 4 Serie 5

Figura 36. Disefio inicial de las series de compuestos 1-5.

Recientemente, se ha descubierto que las sulfonamidas aromaticas/heterociclicas

(serie 1), muestran actividad leishmanicida debido a una fuerte actividad nucleasa en

129131 v que con respecto a malaria, actdan

presencia de agentes reductores y Cu(ll),
como inhibidores efectivos de la anhidrasa carbonica, una enzima necesaria para el
crecimiento de Plasmodium y que se ha corroborado con ensayos in vitro de

Plasmodium falciparum y con ensayos in vivo de Plasmodium Berghei (figura 37).13%'%
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Plan de Trabajo

Inhibicion del 90,8% crecimiento (L. infantum) Clsg=1puM (P. berghei)

H
" H_SOZ_@NOZ /N\O\
j/ |
N/ SO,—NHp

Figura 37. Sulfonamidas que han mostrado actividad leishmanicida y antiplasmédica.**%**?

La nitazoxanida es un compuesto ampliamente estudiado como antiparasitario
(figura 38), mostrando actividad frente a varias enfermedades como la leishmaniasis y
la malaria.***** Por ello, en la serie 2 se proceder4 a la condensacion de los derivados
de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina con acido acetilsalicilico que forma parte de la

estructura de la nitazoxanida.

Figura 38. Estructura de la nitazoxanida.

Algunos de los sustituyentes derivados de fenilpiperazinas de la serie 3, han
mostrado una actividad muy elevada frente a cepas de Plasmodium falciparum
cloroguina-resistentes (FCR-3), actuando a nivel de la enzima plasmepsina Il de
Plasmodium relacionada con la degradacién de hemoglobina.™***3" Ademas, algunas
fenilpiperazinas han mostrado una actividad leishmanicida hasta 7 veces superior a la

pentamidina (figura 39).*%
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Plan de Trabajo

Clso= 0,5 uM (P. falciparum FCR-3) Clso=0,4 pM (L. donovani)
D NQ ae e

R N N R
FsC

Figura 39. Fenilpiperazinas que han mostrado actividad antiplasmddica y leishmanicida.**"**

Una vez condensados los derivados de 1,4-di-N-Oxido de quinoxalina mediante
enlace amida con diferentes estructuras aromaticas, en las series 4 y 5 se procedera a
unir dichos derivados mediante dicho enlace con diferentes ciclos y cadenas alifaticas

con vistas a estudios de relacion estructura-actividad.

Con la finalidad de mejorar la actividad de los compuestos finales o confirmar el
planteamiento anterior, el segundo planteamiento (serie 6) consiste en sustituir el grupo
carbonitrilo situado en la posicién 2 del doble anillo de quinoxalina, por un grupo
tiodiazol-amina (figura 40) que ha mostrado actividad leishmanicida en la induccion de

muerte celular en Leishmania major.'*****

AT
X

NH2

\ N
N
/
RS T* AMIDA—R
o

Figura 40. Modelo propuesto para los compuestos de la serie 6.

El disefio del tercer planteamiento del proyecto, al igual que el primero, consiste
en la hibridacion molecular basada en la combinacién de fragmentos de farmacéforos de
diferentes sustancias bioactivas para producir nuevos compuestos hibridos con eficacia
y afinidad mejorada con respecto a los compuestos de partida.**? Para ello, se procedera

a la condensacion de los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina con el fragmento
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Plan de Trabajo

activo de la cloroquina: la 7-cloro-4-hidrazinilquinolina que ha mostrado principalmente
actividad antimalérica, tanto en cepas cloroquino-resistentes como cloroquino-sensibles,
y también actividad leishmanicida (figura 41).143*4

R N2 NH
A \N/
= 7
R® N*
| X
N cl

Figura 41. Modelo propuesto para los compuestos de la serie 7.

30. Sintesis de los compuestos disefiados

Una vez disefiados los compuestos finales, se establecen las rutas sintéticas. De

forma general se puede describir la sintesis de todos los derivados como sintesis lineal.

La reaccion de Beirut, utilizada para la preparacion de los derivados de 1,4-di-N-
Oxido de quinoxalina presentes en este proyecto, es un ejemplo de este tipo de sintesis
(figura 42).

/3 *NC CN ———»
5 ==\ = = /UW
R R® T* NH2 R® N NH
! ;
Figura 42. Sintesis lineal de los compuestos finales.

Finalmente, debido a que tanto la malaria como la leishmaniasis son
enfermedades ligadas a la pobreza, habra que tener en cuenta otros factores a la hora de
seleccionar los métodos de sintesis en base a conseguir compuestos finales con costes
reducidos, como la utilizacion de disolventes sencillos y baratos, o reactivos de coste
asequible.
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Obijetivos y Plan de Trabajo: Plan de Trabajo

31. Caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados

Todos los compuestos sintetizados serdn caracterizados quimicamente  por
cromatografia en capa fina (CCF), espectroscopia infrarroja (IR), resonancia magnética
nuclear de protén (*H-RMN), anélisis elemental (CHN) y punto de fusién (PF).

32. Evaluacion bioldgica in vitro de los derivados sintetizados

La evaluacion in vitro de la actividad antimalarica de la mayor parte de los
compuestos sintetizados se llevara a cabo en la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia). En el caso de los compuestos 7b y 7d, seran evaluados por Glaxo Smith
Kline (Tres Cantos, Madrid).

La evaluacion in vitro de la actividad leishmanicida de los compuestos
sintetizados asi como los ensayos de toxicidad de los mismos se llevaran a cabo en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (Lima, Per(), y posteriormente en la

Universidad de Toulouse (Francia).

33. Estudio de relacion estructura-actividad de los nuevos

compuestos obtenidos

La relacidn entre la actividad antiparasitaria de los derivados de 1,4-di-N-0xido de
quinoxalina y sus estructuras seran estudiadas con el objetivo de determinar los
requerimientos estructurales necesarios para mejorar la actividad antimalarica y

leishmanicida de los derivados de quinoxalina.

34. Busqueda de nuevos compuestos lider y optimizacion en el

disefo de nuevos derivados

Un estudio sobre la relacion entre los resultados biologicos y la estructura quimica
de los derivados, conducira a la seleccion de nuevos compuestos lider. Este estudio y

una amplia revision bibliografica permitira definir un futuro plan de trabajo.
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Material y Métodos: Sintesis Quimica

35. Esquema general de sintesis

N+
I O
I
NH—g—Ar
o)

Serie 1
(a-c, f9) |

BFX
(a-h)
i

—=Z pd

Ye)
==X q

R, N*\ CN
=
Ry rir NH
O
Serie 2-5
1l Serie 2 (a-f, h)
Serie 3 (b-c, e, 9)

Serie 4 (a-d)
Serie 5 (a-b)

IIT /

Serie 7
(a-b, d)

Figura 43. Esquema general de sintesis.

Condiciones y reactivos: 1) cloruro de sulfonilo correspondiente, piridina, 0°C, atm. Ny; I1) cloruro de
carbonilo correspondiente, tetrahidrofurano seco, T2 amb.*; II1) tiosemicarbazida, bicarbonato sédico,
acido trifluoroacético, reflujo; 1V) 7-cloro-4-hidrazinilquinolina, tetrahidrofurano, metabisulfito sédico,
55°C.

* El método de sintesis de la serie 3, difiere del de las series 2,4 y 5, ya que tiene lugar en 2 pasos, el
primero con 1,1’-carbonildiimidazol, tetrahidrofurano seco y T2 amb, y el segundo con la fenilpiperazina
correspondiente, cloroformo y T2 amb.

89



Material y Métodos: Sintesis Quimica

36. Quimica de los benzofuroxanos
36.1 Sintesis de benzofuroxanos

La sintesis de los benzofuroxanos (BFXs) presentados en este trabajo fue llevado
a cabo mediante dos rutas diferentes dependiendo de los sustituyentes en posicion 5 y/o
6. Los BFXs con un &omo de flior en posicién 5, con dos atomos de cloro en
posiciones 5y 6 0 con dos metilos en dichas posiciones, fueron obtenidos mediante una
ciclacion oxidativa. EI BFX con dos atomos de fldor en posiciones 5 y 6 fue sintetizado

via azida seguido por una ciclacién térmica.
- Sintesis de benzofuroxanos mediante ciclacion oxidativa (compuestos e, f, g)

Esta sintesis de BFXs consiste en una oxidacion de nitroanilinas 2-sustituidas con
hipoclorito sodico y N,N-dimetilformamida (N,N-DMF) como disolvente, a baja

temperatura (figura 44).

o-
Ra N02 Ra N/+
NaClO — \
> o)
N,N-DMF ~ /
Rb NH, Rb N

Figura 44. Esquema de sintesis de BFXs mediante ciclacion oxidativa.

Esta ciclacion oxidativa parece ocurrir por un anion N-cloronitroanilina intermedio
que descompone a un singlete nitreno intermedio y conduce a la formacidn instantanea
del correspondiente benzofuroxano (figura 45). Este paso puede ser reconocido por la
generacion transitoria de un color rojo-parpura que se observa durante la oxidacion del

hipoclorito. 4849
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T T
Ra NO, .
Clo R N R N
S N
R ANG) ? o0
. —
Ry NH, H
" i~ . |
Cl cl
P T
Ra N+ R N
=N\ : 3 o
~ /O VN
Ry N Ry N

Figura 45. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de BFXs a través de ciclacion oxidativa.

Este método es recomendable cuando la pirdlisis de la nitroazida falla, ademas de
ser una reaccién mas simple y rapida que la otra via. Sin embargo, las condiciones de
oxidacion a veces destruyen el producto, como ocurre en el caso del 5,6-
difluorobenzofuroxano cuya reaccion debe llevarse a cabo mediante la pirdlisis de la
azida.

- Sintesis de benzofuroxanos via azidas (compuesto h)

La pirolisis de o-nitrofenilazidas es el método mas comun para la sintesis de
BFXs.2915! En este caso, el BFX que presenta un resto difluoro ha sido preparado

segun el siguiente esquema (figura 46):

F NH; F N> F N
NaNO,/HCI NaN; tolueno =\
> > /O
50 reflujo =,
. No, 05°C AcONa ¢ NO, ) F N
o

Figura 46. Esquema de sintesis del 5,6-difluorobenzofuroxano.
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El primer paso consiste en la sintesis de la sal de aril diazonio, que debe
desarrollarse a baja temperatura debido a la baja estabilidad de los iones diazonio en
solucidn. La sal de diazonio es preparada por reaccion de la anilina con &cido nitrico,
que es generada in situ del nitrito sodico. Los siguientes pasos son la formacion del ién
nitrosonio (NO™) y la adicion del ion al grupo amino, seguido por la eliminacion de

agua (figura 47).1>

N H+ N /\H+

NN N NG

H
N /H/—\ |

a7 .
N=0*+ T N\Né e Ro N&. _OH
Ii )
Rs NO, Ry NO, R; NO,

H+
"
Ro N*=N Ro N LoH,
N
-—
RS NO, Ry NO,

Figura 47. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de la sal de diazonio.

La sustitucion de la sal de diazonio puede seguir diferentes mecanismos, aunque
el méas probable es que la sal de diazonio reaccione con la azida sédica dando lugar a un
aducto que se descompone en nitrogeno (N) y la correspondiente fenilazida (figura
48) 152

Rb NN Rb N N Rb N
NaN; NN :
s, \v

Ra NO, Ra NO, Ra NO,

Figura 48. Mecanismo de reaccion de la formacion de la azida.
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Finalmente, la ciclacion parece ocurrir a través de un singlete nitreno intermedio
generado por la pirolisis de la azida. El grupo nitro ataca al nitreno, que es una especie
electrén deficiente, conduciendo la siguiente reorganizacion electronica al BFX (figura
49) 150

/)
Ry N=N*=N- Ry, N —N*=N
-
R; NO, Ry NO,
N2
Ry /N\ Ry N-\
6] -
\N{ o>
RZ \ RZ N*
o |
o

Figura 49. Mecanismo de reaccion propuesto para la pirolisis de la 2-nitrofenilazida y formacion del
BFX.

36.2 Posicion de los isomeros de benzofuroxanos 5(6)-monosustituidos

La interconversion de dos benzofuroxanos isoméricos en solucién es uno de los
rasgos mas importantes y caracteristicos de la quimica de estos compuestos. El
tautomerismo de BFXs ha sido publicado en varios articulos y este proceso ha sido
estudiado por métodos de RMN multinuclear que han conducido a la conclusion de que
este proceso de isomerizacién ocurre mediante un intermedio orto-dinitrosobenceno

(flgu ra 50) .149-151, 153-155

0
R NE R Nl R N
o] —_—
o \
L _ o
6-R-benzof uroxano 2-dinitroso-4-R-benceno 5-R-benzof uroxano

Figura 50. Equilibrio de benzofuroxanos 5(6)-monosustituidos.

93



Material y Métodos: Sintesis Quimica

Esta claro que las constantes de equilibrio para la isomerizacion de los BFXs se
determinan por una combinacién de factores dependientes del sustituyente y de la forma
en que son capaces de interaccionar con las dos posiciones del anillo heterociclico. En
comparacion con los compuestos con sustituyentes directamente unidos al anillo de
furoxano, el equilibrio de los BFXs 5(6)-sustituidos deberian estar sujetos a efectos
electrénicos atenuados y no ser considerados los efectos estéricos. En estos compuestos
cuando el sustituyente es un grupo aceptor de electrones (como los sustituyentes nitro,
carboxi, trifluorometil o ciano), el isdbmero 6-sustituido es méas estable. En cambio los
sustituyentes halogenuro, metoxi, acetoxi y metil, tienen una pequefia preferencia por la

posicion 5 del benzofuroxano.*****°

37. Quimica de los derivados de quinoxalina di-N-6xido

37.1 Sintesis de derivados de quinoxalina di-N-0xido. La reaccion de Beirut

Antes de 1965, la sintesis de quinoxalinas di-N-Oxido se llevaba a cabo por la
ciclacion de un precursor apropiado o por oxidacion directa de una quinoxalina. Estos
métodos sufrieron muchos inconvenientes y la sintesis de estos derivados fue sustituida
por una condensacién en una sola etapa entre benzofuroxanos y enaminas que daban
como resultado la correspondiente quinoxalina 1,4-di-N-6xido (figura 51)." Esta
reaccion fue descubierta por Haddadin e Issidorides en 1965 y es conocida como

reaccion de Beirut en agradecimiento a la ciudad donde fue descubierta.*491°%1%7 158

P T
N* NR, Ry NZ R
— \O \ 1
_—
~ 7/ + ‘ + R,NH
N =
H R, ITP R,
o

Figura 51. Reaccion de Beirut.

Se ha descubierto que los BFXs pueden también reaccionar con cetonas y
aldehidos en presencia de amoniaco 0 aminas secundarias formando in situ enaminas
intermedias.**Ademas de la definicién general, la reaccion de Beirut ha sido ampliada a

una condensacién entre un benzofuroxano y un derivado de &cido cetocarboxilico o
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similar, especialmente P-cetoéster y [-cetocarboxamida, en una reaccion de base

catalizada con o sin formacién de la enamina intermedia correspondiente.**%*%*

Entre estas variaciones, la condensacion entre BFX y malononitrilo ha sido de
vital importancia para obtener los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina, que han
actuado de intermedios en las series 1-6. Dichos intermedios se han obtenido al
reaccionar el correspondiente BFX con malononitrilo utilizando N,N-dimetilformamida
(N,N-DMF) como disolvente y trietilamina como base catalitica de la condensacién.*®?
En relacion al mecanismo de reaccidn, la trietilamina capta un proton del metileno o
malononitrilo activado, dando lugar a un carbanion que realiza un ataque nucleofilico
sobre uno de los atomos de nitrégeno del intermedio o-dinitroso. Después de una
reorganizacion electrénica, el par solitario de electrones en el &tomo de nitrégeno neutro
produce un ataque nucleofilico sobre uno de los grupos ciano, forzando al anillo a
cerrarse y al grupo ciano a aceptar el primer proton. Luego, el catalizador elimina el
proton restante en posicion 2/3 del anillo de quinoxalina, alcanzandose el compuesto

final después de otra reorganizacion electrénica (figura 54).

Sin embargo, los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina que seran los
intermedios de reaccion de la serie 7, se obtienen en dos pasos. En el primero paso, la
trietilamina (base utilizada como catalizador) arranca un proton (H") de la butanona. El
carbanion generado produce un ataque nucleofilico en el nitrdgeno con carga positiva
del BFX, seguido de un ataque nucleofilico sobre el grupo carbonilo de la butanona
debido a la presencia de un nitrogeno nucleofilico en la estructura intermedia.
Posteriormente, se produce una reorganizacion electronica y se pierde una molécula de

agua que da lugar a la formacién del anillo de la 1,4-di-N-6xido de quinoxalina (figura

52).

A
L= "R <L
Rb = Rb Dmﬁ Rb N

| o 5

o

Figura 52. Mecanismo de reaccion del primer paso para la sintesis de los intermedios de la serie 7.

95



Material y Métodos: Sintesis Quimica

El segundo paso para obtener los derivados de 1,4-di-N-0xido de quinoxalina de
la serie 7, consiste en la transformacion del grupo metilo en posicion 2 del doble anillo
en un grupo aldehido a traves de la formacién de un alcohol primario (figura 53).

El principal problema de esta reaccion de oxidacion reside en controlar que el
aldehido no llegue a oxidarse hasta acido carboxilico, por ello se utiliza SeO, como
agente oxidante ya que tiene dicha capacidad. La oxidacién del metilo a alcohol se
produce a través de una reaccion periciclica, produciéndose primero una activacion del
enlace C-H y después una reaccién sigmatropica. Después el alcohol reacciona con el
diéxido de selenio para formar ésteres de dialquil selenitos, que se descomponen con el
calor para dar el aldehido deseado, agua y selenio libre, terminando la reaccién cuando

el SeO; se ha consumido completamente.*®

I 7 o 9
RZ N R N
N TEA/pirrolidina X OH 520, RZ N y
. K butanona . pZ - _

R N R N*

| | RS lil"
O’ -

o 5

Figura 53. Mecanismo de reaccion del segundo paso para la sintesis de los intermedios de la serie 7.

37.2 Posicion de los isomeros de quinoxalinas 6(7)-monosustituidas

La existencia de isdbmeros de posicion es observada también en el caso de
sustituciones asimétricas en derivados de 1,4-di-N-Oxido de quinoxalina (figura 54).
Cuando la condensacion de Beirut se lleva a cabo usando BFXs monosustituidos, se
obtiene una mezcla de isémeros de posicion de la correspondiente quinoxalina 1,4-di-N-
Oxido. Sin embargo, el grado de regioespecificidad de la reaccion depende de la
naturaleza del sustituyente. Se ha observado que solo se obtiene uno de los posibles
isdbmeros cuando el grupo metoxi es sustituido en el anillo de quinoxalina, mientras que
en los casos de haldgenos, metil y trifluorometil se obtiene una mezcla de isdémeros. La
proporcion de cada isomero en la mezcla estd relacionada con la naturaleza del
sustituyente en la molécula y con el método sintético empleado, ain asi, de acuerdo con
estudios previos, en todos los casos el isomero méas abundante es el que tiene el

sustituyente en posicion 7.11515:164
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Figura 54. Mecanismo de condensacion de BFXs monosustituidos con malononitrilo.
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38. Quimica de los compuestos finales (series 1-7)

38.1 Formacion de amidas y sulfonamidas (series 1-2, 4-5)

En esta reaccion, las correspondientes aminas primarias (derivados de la 3-amino-
2-carbonitrilquinoxalina 1,4-di-N-60xido), son tratadas con el correspondiente cloruro de
sulfonilo (serie 1) o cloruro de carbonilo (series 2, 4 y 5) para obtener los compuestos

finales de dichas series.

Debido a la baja reactividad en la sintesis de los compuestos de las series 2, 4y 5
con el disolvente empleado inicialmente (tetrahidrofurano comercial), se tomé en cuenta
la posibilidad de que trazas de agua contenidos en el disolvente podian influir en la
reaccion. Por ello, se procedio a la deshidratacion del disolvente con un tratamiento de 7
dias con hidréxido potasico, y otros 7 dias con hilos de sodio. Tras este tratamiento, la
reaccion llevada a cabo con tetrahidrofurano seco aumentd considerablemente el

rendimiento y redujo a la mitad el tiempo de reaccion (de 4 horas a 2).

Las sustituciones nucleofilicas con cloruros de sulfonilo (RSO,CI) son
esencialmente las mismas que tienen lugar con cloruros de carbonilo (RCOCI). La
principal diferencia reside en que el intermedio tetraédrico formado en reacciones
tradicionales Sn2 se disponen, en el caso de los cloruros de sulfonilo, como un
intermedio con geometria molecular bipiramidal trigonal con cinco grupos distribuidos

alrededor del ndcleo central (figura 55).1%°

R Cl H R'

Figura 55. Mecanismo propuesto de sustitucidn nucleofilica de cloruros de sulfonilo con aminas.
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38.2 Doble N-acilacion de aminas (serie 3)

Para la sintesis de los compuestos de la serie 3, se requieren dos etapas de

reaccion (acilaciones). En estos casos, el 1,1’-carbonildiimidazol actla tanto como

reactivo como catalizador, como se puede observar en la figura 56.'%°

/NN ) HO )
N\J N R>E N:\N R\HJ\N/\N
R-NH \\/
N\ N\

Figura 56. Mecanismo propuesto para la doble N-acilacion de aminas con 1,1°-carbonildiimidazol.

38.3 Condensacion y ciclacion de tiosemicarbazida con los intermedios de

reaccion (serie 6)

Los compuestos finales de la serie 6 se obtienen como resultado de una
condensacion de los derivados de 1,4-di-N-Oxido de quinoxalina con tiosemicarbazida
en presencia de acido trifluoroacético, produciéndose una ciclacion con liberacién de

amoniaco.'®’

La reaccion se inicia con el ataque nucleofilico del azufre sobre el carbono del
grupo carbonitrilo, y como resultado se produce la liberacion de amoniaco y la

obtencién del correspondiente tiodiazol (figura 57).'%

99



Material y Métodos: Sintesis Quimica
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Figura 57. Mecanismo de condensacion y ciclacion de la tiosemicarbazida con los intermedios de

reaccion.

38.4 Formacion de iminas (serie 7)

En condiciones adecuadas, una amina primaria reacciona con un aldehido para
formar una imina. Las iminas son analogos nitrogenados de las cetonas y aldehidos, con
un doble enlace carbono-nitrogeno en lugar del grupo carbonilo. La formacién de una

imina es un ejemplo de condensacion con pérdida de agua, en este caso.

El mecanismo de formacion de iminas comienza con la adicion de un nucledéfilo
basico de la amina al grupo carbonilo, el ataque de la amina, seguido de la protonacion
del &omo de oxigeno y desprotonacion del atomo de nitrégeno, da lugar a un

intermedio inestable denominado carbinolamina.

La carbinolamina se transforma en imina mediante la pérdida de agua y la
formacion de un doble enlace: deshidratacion. La protonacion del grupo hidroxilo lo
transforma en un grupo saliente (agua) y la pérdida del protén da lugar a la imina (figura
58) 169

0 H Ho R

)J\ H+ H—TC—R' \ﬁ;/
H R' —_— + Hzo
R"\-'-U R—N—H R—N

Figura 58. Mecanismo de la formacién de iminas de la serie 7.
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39. Material y reactivos

Reactivos

Todos los reactivos y disolventes han sido adquiridos de fuentes comerciales. E.
Merck (Darmstadt, Alemania), Panreac Quimica S. A. (Montcada i Reixac, Barcelona),
Sigma-Aldrich Quimica S. A. (Alcobendas, Madrid), Acros Organics (Janssen
Pharmaceuticalaan 3%, 2440 Geel, Bélgica) y Lancaster (Bischheim-Strasbourg,

Francia).
Espectroscopia infrarroja (IR)

El espectro de infrarrojo ha sido llevado a cabo en un Thermo Nicolet FTIR
Nexus Euro (Madison, USA) con software OMNIC 6.0 utilizando pastillas de KBr para
muestras solidas y pastillas de NaCl para muestras liquidas. Las frecuencias estan
expresadas en cm™. Las intensidades de las sefiales se expresan como d (débil), media
(m) y fuerte (f).

Resonancia magnética nuclear (RMN)

El espectro de RMN ha sido realizado en un Bruker 400 Ultrashield™ (Bruker
BioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemania), usando TMS (tetrametilsilano) como estandar
interno y con DMSO-d¢ como disolvente. Los desplazamientos quimicos (J) se
expresan en ppm y los valores de la constante de acoplamiento (J) se expresan en
hercios (Hz). Las multiplicidades de sefial son representadas por: s (singlete), sa
(singlete ancho), d (doblete), dd (doble doblete), ddd (doble doble doblete), t (triplete) y
m (multiplete).

Microanalisis elemental (C, H, N)

El microanalisis elemental se ha llevado a cabo en un Elemental Analyzer LECO
CHN-900 (Michigan, USA) de muestras secadas a vacio. Los resultados analiticos para
C, Hy N estan dentro de £0,5 de los valores tedricos, indicando una pureza de mas del
95%.
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Cromatografia en capa fina (CCF)

Para realizar la CCF se ha utilizado Alugram® SIL G/UV254 (Layer 0,2 mm)
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG. Postfach 101352. D-52313 Diren, Alemania). Las
placas han sido estudiadas bajo ultravioleta con una longitud de onda entre 254 y 365
nm. Se han empleado varias fases moviles como eluyentes (tolueno/dioxano,

diclorometano/metanol, acetato).
Cromatografia en columna

La purificacion por cromatografia en columna se ha desarrollado utilizando
columnas de cristal y Silica gel 60 (0,040-0,063 mm) (Merck) como fase estacionaria.
Se han empleado varias fases moviles como eluyentes, destacando en este caso

tolueno/dioxano (6:4), diclorometano/metanol (9:1) y acetato.
Punto de fusién

Los puntos de fusion han sido determinados por un aparato Mettler FP82+FP80
(Greifense, Suiza). Los puntos de fusion son expresados en grados centigrados (°C).
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40. Métodos generales de sintesis

Con la finalidad de facilitar la lectura y comprension de la descripcion de los
compuestos sintetizados, se asignan los codigos correspondientes a las posiciones 5y 6
de los benzofuroxanos, y a los sustituyentes en posiciones 6 y 7 de los derivados de 1,4-

di-N-oxido de quinoxalina y compuestos finales.

40.1 Método A. Métodos generales de sintesis de benzofuroxanos

6 /
R A
- \
\Nf
R® Tabla 4.
Compuesto RY/R®
Se han empleado ocho benzofuroxanos a H/H
(BFXSs) en la sintesis de los derivados de 1,4-di-N- b Cl/H
6xido de quinoxalina. Los BFXs a, b, ¢ y d, estan c CHy/H
disponibles comercialmente, mientras que para los d CH;OH
demas, se han seguido dos rutas de sintesis en e F/H
funcién de los sustituyentes en las posiciones 5 y f CHy/CH;
6. g clcl
h FIF

Método Al. Método de sintesis de los benzofuroxanos (e, f, g)

Se disuelve la correspondiente 2-nitroanilina comercial (20 mmoles) en 75 mL de
N,N-dimetilformamida y se enfria en bafio de hielo hasta alcanzar 0°C. A continuacion,
se afiaden lentamente 500-700 mL (dependiendo de los sustituyentes) de una solucién
de hipoclorito sodico 10% v/v y se deja agitando durante 15 minutos en bafio de hielo.

Por ultimo, el precipitado es filtrado y lavado con agua fria.

Este método es utilizado para sintetizar los BFXs e, f y g que seran usados sin

mayor purificacion.
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Metodo A2. Método de sintesis del benzofuroxano (h)

La sintesis del benzofuroxano h se realiza en 4 pasos (figura 59):

NH2 F NHCOCH; F NHCOCH
D/ (CH,C0),0 D/ HNO, ’
—_— —_—
CH,COOH H.SO
F ’ F = F NO,

H,SO,
F N
N 3 F NH
="\ tolueno NaN, NaNOy/H,0 N X 2
A fluj = = |
<\ retiuo HCI/H,0
AcONa
F \ F NO, ’ N7 o,
b

Figura 59. Esquema de sintesis del 5,6-difluorobenzofuroxano.

1- Proteccion de la anilina

Se disuelve la 3,4-difluoroanilina comercial (116 mmoles) en una mezcla de 24

mL de acido acético y 24 mL de anhidrido acético, y se lleva a reflujo durante 15

minutos. Una vez enfriado, se vierte el contenido sobre 500 mL de agua fria, se filtra el

precipitado y se lava con agua fria.

2- Nitracién

Una vez secado bien el producto obtenido anteriormente, se afiaden lentamente 75

mmoles del mismo sobre una mezcla fria de 25,4 mL de &cido nitrico 60% v/v y 25,4

mL de acido sulfurico 96% v/v, y se deja en agitacion 15 minutos en frio y 30 minutos a

temperatura ambiente. A continuacion, se vierte sobre 500 mL de agua fria donde se

forma un precipitado que se filtra y se lava con abundante agua.
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3- Hidrolisis acida

Una vez secado bien el producto obtenido anteriormente, se afiade lentamente
sobre 49,74 mL de &cido sulfarico 96% v/v, y se lleva a reflujo durante 15 minutos.
Transcurrido el tiempo, se vierte sobre 500 mL de agua fria, se filtra el precipitado y se

lava con abundante agua fria.
4- Formacion de la azida

Se afiaden 25,86 mmoles del producto obtenido en la reaccion anterior, sobre una
mezcla de 31,05 mL de &cido clorhidrico 37% v/v y 95 mL de agua, y se enfria hasta
alcanzar los 0-5°C. A continuacion se afiaden 46,37 mmoles de nitrito sédico diluidos
en 15,93 mL de agua, y la mezcla se filtra sobre una mezcla fria y en agitacion de 239
mL de agua, 0,7 moles de acetato sddico y 61,23 mmoles de azida sodica.
Posteriormente, se realiza una extraccién con diclorometano, se recoge la fase organica
y se elimina el disolvente a presion reducida, se diluye con 50 mL de tolueno y se vierte
sobre una solucion caliente de 230 mL de tolueno, llevandose a reflujo durante 3 horas.
Por altimo, se elimina el disolvente a presion reducida y el aceite resultante se purifica

con cromatografia en columna utilizando diclorometano como fase movil.
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40.2 Método B. Métodos de sintesis de los derivados de 1,4-di-N-O0xido de

quinoxalina
T_
R’ N R
X
=
R® |\||+ R
(e} Tabla 5.
Compuesto R'/R®
Se han empleado varios derivados de 1,4-di- a H/H
N-0xido de quinoxalina para la sintesis de los b Cl/H
compuestos finales, en funcion de los sustituyentes c CHy/H
en las posiciones 2 y 3 mediante dos vias de d CH,0/H
sintesis distintas B1 (series 1-6) y B2 (serie 7). e F/H
f CHa/CH,
g Cl/Cl
h FIF

Meétodo B1. Método de sintesis de los derivados de 1,4-di-N-éxido de quinoxalina

correspondientes a las series 1-6

(|)_
R’ N CN
X
/
R® T+ NH,
o Tabla 6.
R® ‘ R?

NH, ‘ CN
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Se disuelven 13 mmoles del correspondiente benzofuroxano y 20 mmoles de
malononitrilo en 50 mL de N,N-dimetilformamida, y se enfria la mezcla hasta alcanzar
0°C. A continuacion, se afiaden lentamente 0,9 mL de trietilamina y se deja agitando la
reaccion a temperatura ambiente durante 6 horas. Posteriormente, se afiade una mezcla
de éter etilico y metanol sobre la reaccion y se filtra, obteniéndose el compuesto que

serd utilizado sin mayor purificacion.

Metodo B2. Método de sintesis de los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina

correspondientes a la serie 7

o|' 0
R N7
AN ’
/
R N*
(ok Tabla 7.
R® ‘ R?

CH,q ‘ CHO

La sintesis de los derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina correspondientes a

la serie 7 se lleva a cabo en 2 pasos:

1- Se disuelven 12 mmoles del benzofuroxano correspondiente en 1-5 mL de
trietilamina (dependiendo del BFX empleado) y se enfria en bafio de hielo hasta
alcanzar 0°C. A continuacion se afiaden lentamente 1,5 mL de pirrolidina, y
posteriormente 15 mmoles de butanona. Se deja agitar la mezcla durante 30

minutos a temperatura ambiente, se filtra y se lava con etanol frio.

2- Se disuelven 4 mmoles del compuesto obtenido anteriormente y 4 mmoles de
didxido de selenio en 20 mL de acetato de etilo en un tubo de microondas, y se

agita a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacion la mezcla se
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derivado del

somete a radiacion de microondas a 80 W y 75°C durante 25 minutos, el
disolvente se elimina a presion reducida, el compuesto es extraido con
cloroformo caliente y se filtra. Por altimo, el cloroformo se elimina a presion

reducida, y el sélido se filtra y lava con éter etilico.

40.3 Método C. Método de sintesis de los compuestos de la serie 1

R '|\l NH_| — R Tabla 8.

R’ Compuestos

Se disuelven 5 mmoles del correspondiente

3-amino-2-carbonitrilquinoxalina

1,4-di-N-Oxido sobre 16 mL de piridina en bafio de
hielo, y sobre la mezcla se afiaden lentamente 7,5
mmoles del correspondiente cloruro de sulfonilo
en 12 mL de piridina. La mezcla se deja agitando
2 horas a 0°C en atmosfera de nitrogeno, y
transcurrido ese tiempo se deja que alcance

temperatura ambiente.

NO2

NO2

1.2

1.3

A continuacion, se afiaden 100 mL de agua Yy se filtra el precipitado formado. Una

vez seco, se purifica por cromatografia en columna utilizando como fase movil acetato

de etilo.
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40.4 Metodo D. Metodo de sintesis de los compuestos de las series 2,4y 5

;

RX NZ. CN
X
= /ﬁ\
R r|\|+ NH R
(e} Tabla 9.
R’ Compuestos
Se disuelven 5 mmoles del correspondiente D
derivado del 3-amino-2-carbonitrilquinoxalina 2
1,4-di-N-oxido sobre 20 mL de tetrahidrofurano /T\
(o] CHs
seco, y a continuacion, se afiade un exceso del
correspondiente cloruro de carbonilo en una W
4.1
proporcion (1:1,2) con respecto al derivado de
quinoxalina. Se deja en agitacion durante 2 horas a \O
. : . 4.2
temperatura ambiente, se filtra y se purifica por
cromatografia en columna utilizando como fase \O
o . 4.3
movil tolueno/dioxano (6:4) 0
diclorometano/metanol (97:3).
CHs 5.1
CH,-CH, 5.2
CH,-CH,- 5.3

CH,CI
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Material y Métodos: Quimica Experimental

R n|1+ CN
A 0
JOSST Q
RS + H N N R"
R

40.5 Método E. Método de sintesis de los compuestos de la serie 3

o

|
o
Tabla 10.
R’/R”’ Compuestos
La sintesis de los compuestos finales de la NO/CFs 31
serie 3, se realiza en dos pasos.
H/CF, 3.2
1- Se disuelven 3 mmoles del correspondiente
derivado del 3-amino-2-
H/F 3.3
carbonitrilquinoxalina 1,4-di-N-6xido en
20 mL de tetrahidrofurano seco, y a
. . H/CH30 34
continuacion se anaden 4 mmoles de 1,1°-
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carbonildiimidazol, y se deja en agitacion a

una temperatura de 50°C durante 3 horas.

Por altimo, se elimina el disolvente a presién reducida, se filtra el precipitado
formado al afadir éter etilico, y una vez seco, se purifica por cromatografia en

columna utilizando como fase movil tolueno/dioxano (6:4).

2- Se disuelve el compuesto resultante en la etapa anterior en 20 mL de

cloroformo, y se afiade un exceso de la correspondiente fenilpiperazina (1:1,2).
Se deja en agitacion durante 3 horas a una temperatura de 50°C bajo atmoésfera
de nitrégeno, y a continuacion se elimina el disolvente a presion reducida, se
filtra el precipitado formado al afadir éter etilico, y una vez seco, se purifica
por cromatografia en columna utilizando como fase  mdvil

diclorometano/metanol (99:1).



Material y Métodos: Quimica Experimental

40.6 Meétodo F. Método de sintesis de los compuestos de la serie 6

C|" S
RY N7 \

NH,

X AN N
N
=
R T* NH,
o

Se afladen 20 mmoles del correspondiente derivado del 3-amino-2-
carbonitrilquinoxalina 1,4-di-N-0xido y 22 mmoles de tiosemicarbazida sobre 20 mL de
acido trifluoroacético. Se lleva la mezcla a reflujo durante 7 horas y se vierte el
contenido sobre 20 mL de agua fria. A continuacién, se neutraliza la mezcla con una
lenta adicion de una solucién saturada de bicarbonato sddico (30 mL), y el precipitado
se filtra. Por ultimo, se purifica el compuesto por cromatografia en columna utilizando

como fase mavil tolueno/dioxano (1:1).

40.7 Método G. Método de sintesis de los compuestos de la serie 7

T_
R N* NH
N \N/
= /
R6 N*
| N
o} N cl

Se disuelve 1 mmol del correspondiente derivado del 2-formil-3-metilquinoxalina
1,4-di-N-0xido y 1 mmol de la 7-cloro-4-hidrazinilquinolina comercial en 20 mL de
tetrahidrofurano en un tubo de microondas. A continuacion se afiaden 0,4 mmoles de
disulfito sddico y la mezcla se somete a radiacion de microondas a 80 W y 55°C durante

1 hora. La mezcla se enfria en bafio de hielo, se afiade éter etilico y se filtra el
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precipitado obtenido. Una vez seco, se procede a su purificacion por cromatografia en

columna utilizando como fase mavil tolueno/dioxano (6:4).

En el caso del compuesto 7a, se ha obtenido el compuesto clorohidratado. Para
ello, el compuesto obtenido anteriormente, se disuelve en éter etilico y se deja en
agitacion, se afiaden 5-6 gotas de éter saturado de clorhidrico y a los 2-3 minutos, se

filtra y se lava con éter etilico.
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Material y Métodos: Ensayos Biologicos

41. Evaluacion de la actividad antimalarica in vitro

La mayoria de los compuestos descritos han sido ensayados por el Grupo Malaria,
de la Universidad de Antioquia, en Medellin (Colombia). Los compuestos 7b y 7d, han
sido ensayados por el departamento “Diseases of the Developing World” de

GlaxoSmithKline, en Tres Cantos (Madrid).

Los ensayos in vitro llevados a cabo por el Grupo Malaria, han sido realizados en
cepas Colombian FCR-3 de Plasmodium falciparum, resistentes a la CQ, mientras que
los realizados por GSK, han sido realizados en cepas 3D7A de Plasmodium falciparum,

sensibles a CQ.

Respecto al tipo de ensayo realizado, en ambos casos ha sido el mismo:
incorporacion de hipoxantina tritiada. Los cultivos se desarrollaron a 37°C, en una
atmosfera de CO, al 5% y en un medio de glucosa enriquecida RPMI 1640, con
gentamicina a una concentracion de 0,1 mg/mL y suero humano al 10% inactivado por
calor como se describe en la bibliografia.'™ Los compuestos se disuelven en
dimetilsulfoxido (DMSO) hasta completar un rango de concentraciones entre 200 y 0,1

KUM. La concentracion final de DMSO nunca es superior al 0,1%.

La actividad antimalarica in vitro se mide utilizando el ensayo de incorporacion
de hipoxantina tritiada (MP Biomedicals, USA) segtn el método de Desjardins.'™ El
método consiste en una medicidn indirecta de la actividad metabolica del parasito, por
medio de la incorporacion de un precursor de é&cidos nucléicos marcado
radiactivamente. EI Plasmodium es incapaz de sintetizar las purinas que necesita para su
replicacion, obteniéndolas de una fuente externa. La utilizacion del precursor de purinas
marcadas permitira determinar la incorporacién del material genético del parasito y por

tanto, se comportard como marcador de la regeneracion del mismo.

Los ensayos se realizan por triplicado y los resultados se obtienen por
interpolacion lineal.}” Finalmente, se expresan como Clso (concentracién que produce
una inhibicion del 50% del crecimiento * la desviacion estandar), segin la siguiente

ecuacion:

Log (Clso) = log (X1) + (50-Y1) / (Y2-Y31) [log (Xz) — log (X1)]
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siendo: X;= concentracion del compuesto que da un % de inhibicion de la parasitemia
Y1>50%; X,= concentracion del compuesto que da un % de inhibicion de la parasitemia
Y ,<50%.

El porcentaje de incorporacion de hipoxantina unida al parasito se calcula con la

siguiente ecuacion:
% hipoxantina incorporada= 100-(P/Tx100)

siendo: P= cuenta por minuto (c.p.m.) para cada concentracion; T= control negativo

(eritrocitos sin tratar).

42. Evaluacion de la actividad leishmanicida in vitro

Los compuestos correspondientes a las series 1 y 2, han sido ensayados por el
Grupo de Enfermedades Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en
Lima (Peru), mientras que los compuestos correspondientes a las series 3-7, han sido
ensayados en la Universidad Paul Sabatier, en Toulouse (Francia).

Los ensayos llevados a cabo en Peru han sido realizados en cepas de Leishmania
amazonensis, mientras que los llevados a cabo en Francia han sido realizados tanto en

cepas de Leishmania infantum como de Leishmania amazonensis.

El tipo de ensayo realizado en ambos casos es el mismo. Las cepas de ambas
especies son preservadas en estadio promastigote en un medio bifésico (agar sangre con
0,89% NaCl, pH=7,4) a 24°C. Los promastigotes (5x10°) son luego transferidos a 25
cm? de frasco de cultivo tisular que contienen 5 mL de medio suplementado M199 con
10% de suero bovino fetal (FBS), a un pH de 7,4. Después de 4 dias, la fase exponencial
de promastigotes es centrifugada durante 10 minutos a 1500 g y 4°C. El sobrenadante se
descarta y se reemplaza por un medio fresco M199 suplementado con 20% FBS, a un
pH de 5,5. Los amastigotes libres transformados son luego inducidos por incremento de

la temperatura a 34°C e incubando durante 96 horas.'”

Se siembran macrofagos de cavidades peritoneales de ratones BALB/c hembra de
6-8 semanas, en un medio congelado M199 suplementado con 10% FBS.*"* Las células

extraidas son inmediatamente depositadas en cristales esterilizados de 4x4 mm
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cubiertos y colocados en cada pocillo de una placa de 96. Las placas se dejan incubando
durante 24 horas a 37°C, a 5% de CO, para permitir la adhesion celular. Un medio
M199 completo precalentado se usa dos veces para eliminar las células no-adherentes.
Aproximadamente 7x10* células viables son depositadas en cada pocillo para la

adhesion.

Para estimar la concentracion inhibitoria del 50% de los extractos (Clso), se utilizo
el micrométodo del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromado (MTT).1"

Para calcular la actividad leishmanicida intracelular en la infeccion de los
macrdofagos por los amastigotes, el medio que contiene en los pocillos los macréfagos es
reemplazado por una suspension que contiene amastigotes, usando una infeccion de
proporcion amastigotes/macrofagos (3:1). Después de la infeccidn (24 horas), se afiade
al cultivo una solucion del compuesto para ser testado a varias concentraciones y se
mantiene en incubacion a 37°C con 5% CO, durante 48 horas mas. Las placas se fijan
con metanol y una tincién Giemsa 10%. El porcentaje de macréfagos infectados se
determina microscépicamente a 1000 aumentos, y el numero de amastigotes
intracelulares se determina en 300 células. El porcentaje de tasa de infeccion (%IR) de

cada cultivo se calcula de la siguiente manera:

%IR= 100- (tasa de infeccion del cultivo tratado/ tasa de infeccion del cultivo sin tratar)
x 100

La Clso se calcula también como la dosis capaz de reducir al 50% el namero de
células infectadas. Se repiten los experimentos por triplicado y se utiliza el test ANOVA
para realizar el estudio estadistico. EI nimero total de carga parasitaria se calcula como
el nimero de células infectadas por amastigotes, por el nimero de macrofagos

infectados.

43. Evaluacién de la toxicidad en leishmaniasis

Los compuestos correspondientes a las series 1 y 2, han sido ensayados por el
Grupo de Enfermedades Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en
Lima (Peru), mientras que los compuestos correspondientes a las series 3-7, han sido

ensayados en la Universidad Paul Sabatier, en Toulouse (Francia).
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Los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo en Perl han determinado la
toxicidad en macréfagos peritoneales de roedor, los cuales son tratados con el método
de exclusion de la tincién azul tripan.'” Se afiaden diluciones de 10, 1 y 0,1 uM en
medio completo hasta alcanzar un volumen final de 100 pL. El cultivo se incuba
durante 48 horas a 37°C con 5% de CO,. Después de esta incubacion, se contabiliza el
ndmero de células viables utilizando un hematocitometro con una solucién de azul
tripan 0,4% en PBS. Asi se determina la mitad de la dosis citotoxica maxima 50 para

cada tipo celular. Se repiten estos experimentos 3 veces.

Los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo en Toulouse han determinado la
toxicidad en células epiteliales de rifion de mono African (Vero). Estas células fueron
cultivadas con medio DMEN F-12 (Cat N° BE12-719F) suplementado con 10% de
suero fetal bovino inactivado por calor, NEAA, piruvato de sodio y mantenidas en una
incubadora a 37°C con una atmdsfera de 5% de CO,. La evaluacion toxicoldgica se
realiza en placa de 96 pocillos de fondo plano, adicionando 100 pL de cultivo de células
Vero a cada pocillo, a una concentracién de 10x10° células/pocillo. Los compuestos se
afiadieron a diferentes concentraciones: 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL y 0,1 pg/mL, y

el efecto se evalla 48 horas después de haber adicionado el compuesto.

El efecto se determind usando el ensayo de viabilidad celular del MTT que
consiste en adicionar 10 uL de MTT a una concentracion de 10 pg/mL en las placas que
son colocadas nuevamente en la incubadora, cubiertas con papel aluminio durante el
periodo de incubacion. Cuatro horas después de finalizado el periodo de incubacion, se
afiaden 100 pL de una solucion de lisis que contiene 50% de isopropanol, 10% de SDS,
y se dejan reposar las placas a temperatura ambiente en un orbital a 150 rpm durante 30

minutos.

Finalmente, se lee la densidad dptica con un escaner de 96 pocillos a 590 nm en

un equipo Bio-Rad. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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Material y Métodos: Estudios computacionales

Se ha llevado a cabo un estudio computacional disefiado para predecir las
propiedades ADME (absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién) de los
compuestos de las series 1 y 2 utilizando propiedades del juego de herramientas online
“Molinspiration” (MolinspirationCheminformatics). Parametros como la liposolubilidad
(miLogP), el area topoldgica de superficie polar (TPSA) que es un buen indicador de la
absorcion intestinal (penetracion en monocapa de la linea celular Caco-2 y de la barrera

177

hematoencefélica)™'’, utilizado para calcular el porcentaje de absorcion intestinal en

humanos (%ABS), han sido calculados utilizando la siguiente ecuacién:*
%ABS =109 - 0,345 x TPSA

Ademas, también se han calculado el niamero de enlaces rotables (n-ROTB) vy las

reglas de Lipinski.}"

El andlisis de la relacién estructura-actividad fue llevado a cabo utilizando

59180

“Cresset’s field technology” ™", que condensa los campos moleculares representados en

la figura 60 por campos alrededor de la molécula, llamados “Field Points™."®!

Estos campos son proyecciones de las potenciales fuerzas intermoleculares de la
molécula: electrostaticas, de van der Waals e hidrofébicas. Mediante el software

“FielView®™, los campos aparecen coloreados de la siguiente manera:

- Azul:  campos negativos (que pueden interactuar con  campos

positivos/donadores de puentes de hidrogeno en la proteina).

Rojo: campos positivos (que pueden interactuar con campos negativos/aceptores

de puentes de hidrégeno en la proteina).

- Amarillo: campos de superficie de van der Waals (describiendo posible

superficie/interacciones de vdW).

- Dorado: campos hidrofébicos (describen regiones  con alta
polarizabilidad/hidrofobicidad).
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

La descripcion de los cuarenta y ocho compuestos finales presentados en esta
memoria incluye la siguiente informacién: nombre quimico, referencia del compuesto,
formula molecular, peso molecular (P.M.), punto de fusion (P.F.), apariencia,
rendimiento, método sintético, método de purificacion, espectroscopia infrarroja (IR),

resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y analisis elemental (C, H, N).
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2-ciano-7-cloro-3-(naftaleno-2-sulfonamida)guinoxalina 1,4-di-N-0xido
(Compuesto 1.1b)

Férmula molecular: C19H11N4O4CI S

C'\@“jic“ P.M: 426,6 g/mol
A P.F: 285°C
52100

¢ ° Aspecto: solido amarillo

Rendimiento: 13%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.
IR (KBI’), v: 3396 (m, VNH); 2222 (d, VCEN); 1378 (f, VN+0-); 1171 (f, Vs:o) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.66 (d,1H, Hy NFT); 8.22 (d,1H, Hg NFT, Js.o= 8.4 Hz); 8.17
(d,1H, Ha NFT, Js.3= 8.7 Hz); 8.09 (d,1H, H; NFT, J;6= 8.3 Hz); 8.07 (d, 1H, Hs QX,
Js.g= 2.3 Hz); 8.02 (d,1H, Hs NFT, Js7= 1.9 Hz, Js.6= 8.7 Hz): 7.78 (m,1H, He NFT);
7.69 (m, 3H, NH+Hg QX+Hs NFT); 7.65 (d,1H, Hg QX, Jg.s= 2.4 Hz) ppm

Andlisis Elemental (C19H11N4,O4Cl S):

Tedrico | Hallado
C% | 5344 52,95
H% 2,57 2,70
N% 13,12 12,98
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2-ciano-7-metil-3-(naftaleno-2-sulfonamida)guinoxalina 1,4-di-N-0xido

(Compuesto 1.1¢)

Férmula molecular: CyoH14N4O4 S

\Oiji P.M: 406,1 g/mol
o P.F: 292°C

|- H ||
° ° Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 13%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.

IR (KBr), v: 3412 (M, vnn); 2222 (d, vex); 1369 (f, vnzo0.); 1171 (f, vs=0) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.64 (s,1H, Hy NFT); 8.21 (d,1H, Hg NFT, Js.7= 8.3 Hz); 8.16
(d,1H, Ha NFT, Js.5= 8.8 Hz); 8.08 (d,1H, H; NFT, J7.6= 8.4 Hz); 8.02 (d,1H, Hs NFT,
Js.6= 8.8 Hz); 7.88 (s,1H, Hg QX); 7.77 (d,1H, Hs QX, Js5= 7.5 Hz); 7.69 (d,1H, Hs QX,
Js6= 7.5 Hz); 7.48 (sa,2H, Hay+Hg NFT); 7.44 (s,1H, NH); 2.37 (s,3H, CH3-C7 QX)

ppm

Analisis Elemental (C2oH14N404S):

Tedrico | Hallado
C% 57,81 57,39
H% 3,37 3,27
N% 13,49 13,12
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2-clano-6,7-dimetil-3-(naftaleno-2-sulfonamida)quinoxalina 1,4-di-N-

oxido (Compuesto 1.1f)

Férmula molecular: Co1H1gN4O4 S

;@ij P.M: 420,1 g/mol
A, P.F: 292°C

| Tl

c ° Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 13%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo del 5,6-dimetilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.

IR (KBI’), v: 3324 (m, VNH); 2226 (d, VCEN); 1372 (f, VN+0-); 1172 (f, Vs:o) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.62 (s,1H, Hy NFT); 8.21 (d,1H, Ha NFT, Jo.1= 2.8 Hz); 8.19
(d,1H, Hs NFT, Js.1= 3.5 Hz); 8.10 (d,1H, Hg NFT, Ja.7= 8.4 Hz); 8.06 (d,1H, Hs NFT,
Js.6= 8.5 Hz); 7.93 (s,1H, NH); 7.78 (t,1H, H; NFT, J7.6= 7.5 Hz); 7.70 (t,1H, Hg NFT,
Jo.s= 7.5 Hz); 7.03 (sa,2H, Hs+ Hg QX): 2.37 (5,3H, CH3-C7 QX); 2.22 (s,3H, CH3-C6

QX) ppm

Analisis Elemental (C,1H16N4O4S):

Tedrico | Hallado
C% 59,98 59,50
H% 3,80 4,00
N% 13,33 13,41
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2-ciano-7-cloro-3-(2-nitrofenilsulfonamido)quinoxalina 1,4-di-N-6xido
(Compuesto 1.2b)

Férmula molecular: Ci5sHgNsOg CI S

O\QNTCN o P.M: 421,6 g/mol
A P.F: 241°C
Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 4%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.
IR (KBI’), v: 3339 (m, VNH); 2234 (d, VCEN); 1385 (f, VN+O-); 1181 (f, Vs:o) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.20 (d,1H, Hs NFN, Js= 7.9 Hz); 8.14 (d,1H, Hs NFN);
8.05 (t,1H, Ha NFN, Ja.s= 7.9 Hz, Jo.5= 7.9 Hz); 7.90 (dd,1H, Hs QX, Jes= 6.5 Hz); 7.71
(d,1H, Hs NFN, Js.3= 2.3 Hz); 7.63 (d,1H, Hs QX, Js= 6.5 Hz); 7.56 (sa,2H, NH+Hg

QX) ppm

Anélisis Elemental (C15sHgNsOsCIS):

Tedrico | Hallado
C% 42,69 43,18
H% 1,89 2,27
N% 16,60 17,09
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2-ciano-3-(4-nitrofenilsulfonamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido
(Compuesto 1.3a)

Férmula molecular: C1sHgNsOg S
Oiji P.M: 387,1 g/mol
PNy P.F: 224°C

Aspecto: sélido amarillo

2

Rendimiento: 4%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.
IR (KBI’), v: 3422 (m, VNH); 2233 (d, VCEN); 1390 (f, VN+O-); 1175 (f, Vs:o) cm'l

'H-RMN (DMSO-ds), J: 8.38 (d,2H, Hs+ Hs NFN, J3.= Js.6= 9.1 Hz); 8.22 (d,2H, Ha+
Hs NFN, J,.3= Jss= 9.0 Hz); 8.10 (dd, 1H, H; QX, J7s= 1.3 Hz, J76= 8.7 Hz); 7.73
(dd,1H, Hs QX, Js.;= 1.3 Hz, Js.6= 7.8 Hz); 7.52 (sa,2H, NH+Hg QX); 7.41 (dd,1H, He
QX, Jg5= 7.8 Hz, Js.7= 8.7 Hz) ppm

Anélisis Elemental (C15sHgNsO6S):

Teébrico | Hallado

C% 46,49 46,15
H% 2,32 2,32
N% 18,08 17,94
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2-ciano-7-cloro-3-(4-nitrofenilsulfonamido)quinoxalina 1,4-di-N-6xido
(Compuesto 1.3b)

Férmula molecular: Ci5sHgNsOg CI S

G\@Njiw P.M: 421,6 g/mol
Fa P.F: 243°C
Aspecto: sélido amarillo

2

Rendimiento: 4%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.
IR (KBr), v: 3404 (M, vnn); 2230 (d, ven); 1384 (f, vnzo.): 1178 (f, vs=0) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), o: 8.37 (m,2H, Hy+Hs NFN); 8.22 (m,2H, Ho*+ Hg NFN); 8.12
(d,1H, Hs QX, Jss= 2.4 Hz); 7.89 (d,1H, Hg QX, Jes= 2.4 Hz); 7.60 (sa,2H, NH+Hs
QX) ppm

Anélisis Elemental (C15sHgNsOsCIS):

Tedrico | Hallado
C% 42,69 42,86
H% 1,89 1,97
N% 16,60 17,04
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2-clano-6,7-dicloro-3-(4-nitrofenilsulfonamido)quinoxalina 1,4-di-N-

oxido (Compuesto 1.3q)

2

Rendimiento: 3%

Meétodo de sintesis: Método C partiendo del 5,6-diclorobenzofuroxano.

Férmula molecular: Ci5sH;N50g Cl> S

Gj@ji P.M: 456,1 g/mol
Fa P.F: 261°C

Aspecto: sélido amarillo

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como

fase movil.

IR (KBr), v: 3356 (M, vnn); 2227 (d, ven); 1385 (f, vnso.): 1172 (f, vs=0) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.43 (d, 2H, Ha+ Hs NFN, Jso= Js.g= 9.0 Hz): 8.36 (s,1H,
NH): 8.25 (d, 2H, Hy+Hg NFN, Jo.5= Jes= 9.0 Hz); 7.43 (sa,2H, Hs+ Hg QX) ppm

Analisis Elemental (C15H7NsO¢CI,S):

Tedrico | Hallado
C% 39,46 39,96
H% 1,53 1,79
N% 15,34 15,09
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-cianoguinoxalina 1,4-di-N-0xido

(Compuesto 2a)

| Férmula molecular: C18H12N4Os5

N*\ CN o
P.M: 364 g/mol
*/ NH

(IJ, P.F: 165°C

)\ Aspecto: sélido amarillo
O

Rendimiento: 27%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase movil.
IR (KBr), v: 3112 (M, vnn); 2238 (d, vex); 1701 (f, ve=0); 1331 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 10.35 (s,1H, NH); 8.40 (dd,1H, Hg QX, Ja.6= 0.9 Hz, Jg7= 8.5
Hz); 8.25 (d,1H, H; QX, J7.6= 8.6 Hz, J7.6= 8.6 Hz); 7.95 (ddd,1H, Hs QX, Jes= 1.2 Hz,
Jos= 7.1 Hz, Jg.7= 8.5 Hz); 7.86 (d,1H, Hs QX): 7.49 (dd,1H, Hg ACTB, Jsu= 1.5 Hz,
Jos= 7.7 Hz); 7.24 (t,1H, Hs ACTB, Js.6= 7.7 Hz, Jsu= 7.7 Hz); 6.86 (t,1H, Hs ACTB,
Jas= 7.9 Hz, Jo.3= 8.0 Hz); 6.66 (d,1H, Hy ACTB, Js.4= 8.2 Hz); 2.30 (s,3H, CH3-CO)

ppm

Analisis Elemental (C1gH12N4Os):

Tedrico | Hallado
C% 59,34 58,94
H% 3,29 3,32
N% 15,38 15,15
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-ciano-7-cloroguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 2b)

| Férmula molecular: C1gH11N4O5 CI

c N*\ CN 5
I P.M: 398,5 g/mol
*/ NH

(Ij P.F:173°C

)\ Aspecto: sélido amarillo
O

Rendimiento: 26%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase mavil.
IR (KBI’), v: 3110 (m, VNH); 2231 (d, VCEN); 1702 (f, cho); 1324 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 6: 11.65 (5,1H, NH); 8.50 (d,1H, Hg QX, Js.c= 2.4 Hz); 8.14
(dd,1H, Hs QX, Jes= 2.2 Hz, Js.5= 9.5 Hz); 7.83 (dd, 1H, Hg ACTB, Js.4= 1.3 Hz, Jg5=
7.6 Hz); 7.70 (dt,1H, H4 ACTB, J4.6= 1.6 Hz, J43= 7.7 Hz, J45= 7.6 HZ); 7.48 (t,1H, Hs
ACTB, Js6= 7.6 Hz, Js.4= 7.6 Hz); 7.35 (dd,1H, H3 ACTB, J35= 0.8 Hz, J34= 8.1 Hz);
7.08 (s,1H, H5 QX); 2.09 (s,3H, CH3-CO) ppm

Anélisis Elemental (C1gH11N4OsCl):

Teérico | Hallado

C% 54,20 54,58
H% 2,76 2,94
N% 14,05 14,54
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-ciano-7-metilqguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 2¢)

| Férmula molecular: C19H14N4Os5

N*\ CN o

P.M: 378 g/mol
*/ NH
|

P.F: 162°C

)\ Aspecto: sélido amarillo
o

Rendimiento: 27%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase mavil.
IR (KBr), v: 3118 (M, vni); 2362 (d, vex); 1699 (f, ve=0); 1329 (f, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), : 11.51 (5,1H, NH); 8.38 (dd,1H, Hs QX, Js.5= 2.8 Hz, Js.s= 8.8
Hz); 8.32 (d,1H, Hg QX); 8.04 (dd,1H, Hg ACTB, Js.5= 8.0 Hz); 7.70 (dt,1H, Hs ACTB,
Js:3= 1.5 Hz, J5.4= 7.9 Hz, Js6= 7.9 Hz); 7.48 (dt,1H, H4; ACTB, Js6= 0.9 Hz, J45= 7.9
Hz); 7.35 (d, 1H, H3 ACTB, Js4= 8.0 Hz); 7.08 (d,1H, Hs QX); 2.63 (5,3H, CH5-C7
QX); 2.30 (s,3H, CH3-CO) ppm

Andlisis Elemental (C19H14N4Os):

Teérico | Hallado

C% 60,31 59,95
H% 3,70 3,70
N% 14,81 14,64
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-ciano-7-metoxiquinoxalina 1,4-di-N-0xido

(Compuesto 2d)

| Férmula molecular: C19H14N4Og

HaCO! N CN
X o
\@ I P.M: 394 g/mol
*/ NH

CI), P.F: 163°C

)\ Aspecto: sélido amarillo
O

Rendimiento: 26%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-metoxibenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase movil.
IR (KBr), v: 3289 (M, vni); 2241 (d, vex); 1698 (f, ve=0); 1326 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 11.44 (s,1H, NH); 8.45 (d,1H, Hg QX, Jss= 1.6 Hz); 7.83
(dd,1H, He QX, Jgs= 1.6 Hz, Je5= 7.7 Hz); 7.78 (d,1H, Hs ACTB, Js.5= 2.8 Hz); 7.71
(d,1H, Hs ACTB, Js6= 2.8 Hz); 7.68 (d,1H, Hs QX); 7.48 (dt,1H, H4; ACTB, Js6= 1.1
Hz, Jss= 7.5 Hz); 7.34 (dd,1H, Hs ACTB, J35= 1.1 Hz, Js4= 7.5 Hz); 4.03 (s,3H,
CH30-C7 QX); 2.29 (s,3H, CH3-CO) ppm

Andlisis Elemental (C19H14N4Og):

Tedrico | Hallado
C% 57,86 57,46
H% 3,55 3,46
N% 14,21 13,95
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-ciano-7-fluoroquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 2e)

| Férmula molecular: C1sH11N4O5 F

N*\ CN 5
P.M: 382 g/mol
*/ NH

(IJ, P.F: 175°C

/T\ Aspecto: sélido amarillo
o

Rendimiento: 26%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-fluorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase mavil.

IR (KBI’), v: 3116 (m, VNH); 2240 (d, VCEN); 1701 (f, cho); 1324 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), d: 11.60 (s,1H, NH); 8.60 (m,1H, Hs ACTB); 8.30 (dd,1H, Hg
QX, Jo.s= 2.0 Hz, Jos= 8.3 Hz); 8.04 (d,1H, Hg QX, Jss= 1.8 Hz); 7.83 (d,1H, Hs
ACTB, Js4= 7.7 Hz); 7.70 (t,1H, Hs ACTB, Js.4= 7.8 Hz, Js.6= 7.8 Hz); 7.49 (t,1H, Ha
ACTB, Jus= 7.6 Hz, Jas= 7.6 Hz); 7.35 (d,1H, Hs QX, Js.c= 8.2 Hz); 2.29 (s,3H, CHs-

CO) ppm

Anélisis Elemental (C1gH11N4OsF):

Tedrico | Hallado
C% 56,54 56,14
H% 2,87 2,98
N% 14,65 14,43
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-ciano-6,7-dimetilquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 2f)

| Férmula molecular: CooH16N4Os

N*\ CN o

P.M: 392 g/mol
*/ NH
|

P.F: 135°C

/f\ Aspecto: sélido amarillo
o

Rendimiento: 26%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5,6-dimetilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase mavil.

IR (KBI’), v: 3265 (m, VNH); 2220 (d, VCEN); 1694 (f, cho); 1332 (f, VN+O-) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), d: 11.45 (s,1H, NH); 8.33 (s,1H, Hs QX); 8.28 (s,1H, Hs QX);
7.83 (dd,1H, He ACTB, Jou= 1.5 Hz, Jo.5= 7.6 Hz); 7.69 (ddd, 1H, Hs ACTB, Jsc= 1.6
Hz, Jss= 7.5 Hz, Js.s= 8.1 Hz); 7.48 (dt,1H, Hs ACTB, Js= 7.5 Hz); 7.35 (dd,1H, Hs
ACTB, Js4= 8.1 Hz); 2.54 (s,3H, CH3-C6 QX); 2.53 (s,3H, CH3-C7 QX); 2.30 (s,3H,

CH3-CO) ppm

Anélisis Elemental (Cy0H16N4Os):

Tedrico | Hallado
C% 61,22 60,84
H% 4,08 4,01
N% 14,28 14,17
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-(2-acetoxibenzamido)-2-ciano-6,7-difluoroquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 2h)

| Formula molecular: CigH1oN4Os Fy

N*\ CN 5
P.M: 400 g/mol
*/ NH

(IJ, P.F: 188°C

/T\ Aspecto: sélido amarillo
o

Rendimiento: 25%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5,6-difluorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase mavil.

IR (KBI’), v: 3087 (m, VNH); 2310 (d, VCEN); 1701 (f, cho); 1340 (f, VN+O-) cm'l

'H-RMN (DMSO-ds), 8: 11.67 (s,1H, NH): 8.61 (sa,2H, Hs+ Hg QX); 7.82 (d,1H, He
ACTB, Jes= 7.3 Hz); 7.69 (d,1H, Hs ACTB, Js4= 5.9 Hz); 7.48 (sa,1H, Hs ACTB);

7.35 (d,1H, Hs ACTB, Js.4= 6.7 Hz): 2.29 (s,3H, CH3-CO) ppm

Analisis Elemental (C1gH10N4OsF>):

Tedrico | Hallado
C% | 54,00 53,97
H% 2,50 2,73
N% 14,00 13,99
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-7-cloro-3-(4-(2-nitro-4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.1b)

Férmula molecular: Cy;H315N70s F3 Cl
\©i I P.M: 537,5 g/mol
J\ [N AQCE P.F: 143°C
Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 30%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3105 (M, vny); 2211 (d, vex); 1533 (f, ve=0); 1326 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.30 (m,1H, Hs FENIL); 8.24 (s,1H, Hz FENIL); 8.19 (s,1H,
Hs QX); 8.11 (s,1H, NH); 7.89 (m,1H, Hs FENIL); 7.62 (d,1H, Hs QX, Js.6= 8.7 Hz);
7.49 (dd,1H, Hs QX, Jss= 4.4 Hz, Js.5= 8.8 Hz); 3.67 (m,4H, H3+Hs PIPZ); 3.23 (m,4H,
H,+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (C,;H15N;OsF3Cl):

Teébrico | Hallado

C% 46,88 46,74
H% 2,79 2,94
N% 18,23 18,18
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-7-metil-3-(4-(2-nitro-4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.1¢)

Férmula molecular: CyH;sN;Os F3
\©i I P.M: 517 g/mol
/L/_\—f )—c= P.F:167°C
Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 50%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3098 (M, vn); 2231 (d, ve=x); 1549 (f, ve=o); 1328 (f, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), J: 8.24 (d,1H, Hs FENIL, Js.5= 8.7 Hz); 8.20 (d,1H, H3 FENIL,
Jas= 2.3 Hz); 8.17 (s,1H, NH); 7.93 (d, 1H, Hg QX); 7.90 (dd,1H, Hs FENIL, Js.5= 2.2
Hz, Js.6= 8.7 Hz); 7.83 (dd,1H, Hs QX, Js.s= 1.9 Hz, Je.s= 9.0 Hz); 7.50 (d,1H, Hs QX,
Js.6= 9.1 Hz): 3.68 (M,4H, Hy+Hs PIPZ); 3.25 (m,4H, Hy+Hg PIPZ); 2.54 (s,3H, CHs-
C7QX) ppm

Analisis Elemental (C22H1gN7OsF3):

Tedrico | Hallado
C% 51,06 51,28
H% 3,48 3,46
N% 18,95 19,03
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-7-fluoro-3-(4-(2-nitro-4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.1¢)

Férmula molecular: C,1H15N705 F4

P.M: 521 g/mol

\C[I)Lm °
AQ% P.F: 179°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 15%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-fluorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3108 (m, VNH); 2362 (d, VCEN); 1533 (f, cho); 1321 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.37 (m,1H, Hs FENIL); 8.20 (s,1H, Hs FENIL); 8.12 (d, 1H,
He QX, Jos= 9.2 Hz); 7.90 (s,1H, NH): 7.88 (sa,1H, Hg FENIL); 7.50 (d,1H, Hs QX Js.
6= 9.1 Hz): 7.44 (s,1H, Hg QX); 3.68 (M,4H, Ha+Hs PIPZ); 3.25 (m,4H, Hy+Hg PIPZ)

Ppm

Anélisis Elemental (C,;H15N7OsF,):

Tedrico | Hallado
C% 48,36 47,92
H% 2,87 2,94
N% 18,80 18,31
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-6,7-dicloro-3-(4-(2-nitro-4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.1q)

Férmula molecular: Cy;H14N70s F3 Cl;
:@: I P.M: 572 g/mol
/H\ [N AQCE P.F: 174°C
Aspecto: sélido rojizo

Rendimiento: 20%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5,6-diclorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3104 (M, vni); 2240 (d, vex); 1532 (f, ve=0); 1330 (f, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.31 (5,1H, H3 FENIL): 8.25 (s,1H, NH); 8.18 (s,1H, Hs QX):
7.88 (s,1H, Hg QX); 7.74 (sa,1H, Hs FENIL); 7.47 (d,1H, He FENIL Jg5= 8.1 Hz); 3.42
(m,4H, Ha+Hs PIPZ): 3.22 (m,4H, Ho+Hg PIPZ) ppm

Analisis Elemental (C2;H14N7OsF3Cly):

Tedrico | Hallado
C% 44,05 43,87
H% 2,44 2,50
N% 17,13 17,36
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-7-cloro-3-(4-(4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.2b)

Férmula molecular: C,1H16NgO3 F5 Cl

P.M: 4925 g/mol

C[I)L/—\O P.F: 162°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 65%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3107 (M, vni); 2234 (d, vex); 1524 (f, ve=0); 1333 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.13 (s,1H, NH); 7.79 (s,1H, Hg QX); 7.63 (sa,1H, Hs QX);
7.58 (M,2H, Ha+Hs FENIL); 7.54 (d,1H, Hs QX Jo.s= 9.3 Hz); 7.10 (sa,2H, Ho+Hg
FENIL); 3.38 (m,4H, Ha+Hs PIPZ); 3.10 (m,4H, Ho+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (C,;H16NO3F3Cl):

Teérico | Hallado

C% 51,16 50,85
H% 3,24 3,12
N% 17,05 16,93
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-7-metil-3-(4-(4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.2¢)

Férmula molecular: CH1gNgO3 F3

P.M: 472 g/mol

\C[IJL/—\O P.F: 152°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 23%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3082 (m, VNH); 2233 (d, VCEN); 1547 (f, cho); 1329 (f, VN+O-) cm'l

IH-RMN (DMSO-dg), d: 8.02 (s,1H, NH); 7.95 (5,1H, Hg QX); 7.54 (m, 2H, Hg+Hs
FENIL); 7.39 (s,1H, Hg QX); 7.32 (sa, 1H, Hs QX); 7.11 (m,2H, Ho*+Hg FENIL); 3.70
(m,4H, Ha+Hs PIPZ): 2.55 (m,4H, Ho+Hg PIPZ): 2.44 (s,3H, CH3-C7 QX) ppm

Anélisis Elemental (C;H19NgO3F3):

Teérico | Hallado

C% 55,93 55,67
H% 4,02 3,88
N% 17,79 18,27
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-7-fluoro-3-(4-(4-trifluorometilfenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.2€)

7 Férmula molecular: C1H16NeO3 F4
Ijim P.M: 476 g/mol
[IN/ NJ\N/ \4@7% P.F: 166°C
| __/ : :
© Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 31%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-fluorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3106 (m, VNH); 2232 (d, VCEN); 1532 (f, cho); 1332 (f, VN+O-) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 7.90 (s,1H, NH); 7.72 (sa,1H, Hg QX); 7.70 (m, 2H, Ha+Hs
FENIL); 7.69 (sa,1H, Hs QX): 7.53 (s,1H, Hs QX); 7.45 (sa,2H, Ho+Hg FENIL); 3.70
(m,4H, Ha+Hs PIPZ): 2.99 (m,4H, Ho+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (C,1H16NeO3F,):

Teérico | Hallado

C% 52,94 52,53
H% 3,36 3,32
N% 17,64 17,76
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-6,7-dicloro-3-(4-(4-trifluorometilfenil)piperazina-1-

carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.2q)

Formula molecular: C,1H15NgO3 F5 Cly

P.M: 527 g/mol

jC[I)L/—\O P.F: 169°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 17%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5,6-diclorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.

IR (KBr), v: 3111 (M, vny); 2364 (d, vex); 1525 (f, ve=0); 1331 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 7.88 (s,1H, NH); 7.73 (sa, 2H, Hs+Hs QX); 7.53 (m,2H,
Hs+Hs FENIL); 7.11 (m,2H, Ha+Hg FENIL); 3.42 (m,4H, Hy+Hs PIPZ); 3.10 (m,4H,

H,+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (C,;H15NO3F3Cly):

Tedrico | Hallado
C% 47,81 47,32
H% 2,84 2,97
N% 15,93 16,07
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-3-(4-(4-fluorofenil)piperazina-1-carboxamido)-7-
metilguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.3¢)

Férmula molecular: C1H1gNgOs F

P.M: 422 g/mol

\CEIJL/—\O P.F: 158°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 79%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3079 (m, VNH); 2231 (d, VCEN); 1538 (f, cho); 1344 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.17 (d,1H, Hs QX, Jss= 9.5 Hz); 7.94 (s, 1H, NH); 7.81
(d,1H, Hs QX, Js.5= 9.4 Hz); 7.33 (s,1H, Hg QX); 7.07 (t,2H, Hz+Hs FENIL, J35=J5.3=
7.7 Hz); 7.01 (m,2H, Hy-He FENIL); 3.68 (sa,4H, Ha+Hs PIPZ); 3.13 (sa,4H, Ho+Hs
PIPZ); 2.54 (s,3H, CH3-C7 QX) ppm

Anélisis Elemental (C,;H19N6O3F):

Teébrico | Hallado

C% 59,71 59,80
H% 4,50 4,55
N% 19,90 19,51
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-cilano-7-fluoro-3-(4-(4-fluorofenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.3e)

Férmula molecular: CyoH1gNgO3 F>

P.M: 426 g/mol

\@Ii/—\@ P.F: 174°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 23%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-fluorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3109 (m, VNH); 2231 (d, VCEN); 1534 (f, cho); 1354 (f, VN+O-) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.40 (dd,1H, Hs QX, Js.s= 5.0 Hz, Js.5= 9.0 Hz); 8.13 (d,1H,
Hs QX, Js6= 9.0 Hz); 7.91 (s,1H, NH); 7.45 (s,1H, Hg QX); 7.08 (t,2H, H3+Hs FENIL,
Jas= Jsa= 8.3 Hz); 7.01 (m,2H, Hy+Hs FENIL); 3.68 (sa,4H, Hs+Hs PIPZ); 3.13
(sa,4H, Hy+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (CyoH16NsO3F>):

Teébrico | Hallado

C% 56,33 55,84
H% 3,75 3,68
N% 19,71 19,53
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-7-cloro-3-(4-(4-metoxifenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.4b)

Férmula molecular: C»1H1gNgO4 ClI

P.M: 454,5 g/mol

CEI)L/—\O P.F: 160°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 12%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3115 (M, vnn); 2228 (d, vex); 1540 (f, ve=0); 1351 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.19 (d,1H, Hg QX): 8.12 (s,1H, NH); 7.63 (d, 1H, Hs QX, Js.
6= 5.6 Hz); 7.58 (s,1H, Hs QX); 6.92 (m,2H, Ha+Hs FENIL); 6.84 (m,2H, Hy+Hg
FENIL); 3.69 (s,3H, CH30); 3.20 (m,4H, Ha+Hs PIPZ); 3.02 (m,4H, Ho+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (C,;H19NO,4CI):

Teérico | Hallado

C% 55,44 54,97
H% 4,18 3,95
N% 18,48 18,21
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-7-metil-3-(4-(4-metoxifenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.4¢)

Férmula molecular: C»H»:NgO4

P.M: 434 g/mol

\C[I)L/—\O P.F: 103°C

Aspecto: sélido marron

Rendimiento: 32%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3120 (M, vnn); 2230 (d, vex); 1546 (f, ve=0); 1328 (f, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 8.02 (d,1H, Hs QX, Js.6= 8.6 Hz); 7.94 (s,1H, NH); 7.61 (dd,
1H, He QX, Jss= 1.8 Hz, Jss= 8.6 Hz); 7.52 (d,1H, Hg QX); 7.39 (m,2H, Hz+Hs
FENIL); 7.32 (sa,2H, H,+Hg FENIL); 3.69 (s,3H, CH30); 3.41 (m,4H, Hs+Hs PIPZ);
3.29 (m,4H, H,+Hg PIPZ); 2.45 (s,3H, CH3-C7 QX) ppm

Anélisis Elemental (C22H2NgO,):

Tedrico | Hallado
C% 60,82 61,20
H% 5,06 4,61
N% 19,35 19,84
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-6,7-dicloro-3-(4-(4-metoxifenil)piperazina-1-
carboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 3.49)

Férmula molecular: C,1H1gNgO4 Cl»

P.M: 489 g/mol

DC[I)L/—\O PF: 171°C

Aspecto: sélido granate

Rendimiento: 11%

Meétodo de sintesis: Método E partiendo del 5,6-diclorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(99:1) como fase movil.
IR (KBr), v: 3115 (M, vnn); 2229 (d, vex); 1542 (f, ve=0); 1352 (f, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 8.29 (s,1H, NH); 7.87 (s, 1H, Hs QX); 7.73 (s,1H, Hs QX);
6.92 (Mm,2H, Hs+Hs FENIL); 6.84 (m,2H, Hp+Hgs FENIL); 3.69 (s,3H, CH30); 3.29
(M,4H, Hg+Hs PIPZ): 3.18 (m,4H, Ho+Hg PIPZ) ppm

Anélisis Elemental (C,;H1sN6O4Cly,):

Teérico | Hallado

C% 51,53 51,05
H% 3,68 3,49
N% 17,17 17,02
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclopropilcarboxamido)guinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.1a)

Férmula molecular: C13H1gN4O3

jicw . P.M: 270 g/mol
Z )% P.F: 219°C
o Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 21%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3250 (m, VNH); 2373 (d, VCEN); 1692 (f, cho); 1332 (f, VN+O-) cm'l

IH-RMN (DMSO-dg), 8: 11.54 (s,1H, NH); 8.52 (d,1H, Hg, Ja.7= 8.4 Hz); 8.45 (d,1H,
Hs, Js.6= 8.2 Hz); 8.08 (t,1H, H7, J7.5= 8.3 Hz, J7.6= 8.3 Hz): 7.99 (t,1H, He, Js.= 8.3
Hz, Jo.s= 8.3 Hz); 2.26 (m,1H, CH); 0.98 (d,2H, CH,): 0.92 (d,2H, CH,) ppm

Analisis Elemental (C13H1oN4O3):

Teérico | Hallado

C% 51,17 57,28
H% 3,70 3,82
N% 20,74 20,44
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclopropilcarboxamido)-7-cloroguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.1b)

Férmula molecular: C13HgN4O3 Cl

a jicw . P.M: 304,5 g/mol
F )‘W P.F: 231°C

Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 20%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.

IR (KBr), v: 3245 (M, vni); 2371 (d, vex); 1687 (f, ve=0); 1326 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 11.64 (s,1H, NH); 8.50 (d,1H, Hg, Ja.6= 2.2 Hz); 8.45 (d,1H,
Hs, Js.c= 9.3 Hz); 8.02 (dd,1H, He, Jes= 2.2 Hz, Jgs= 9.2 Hz); 2.27 (m,1H, CH); 0.99

(d,2H, CH,); 0.93 (d,2H, CH,) ppm

Analisis Elemental (C13HgN4O3Cl):

Tedrico | Hallado
C% | 51,23 50,86
H% 2,95 3,28
N% 18,39 18,37
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclopropilcarboxamido)-7-metilguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.1¢)

Férmula molecular: C14H15N4O5

ICN . P.M: 284 g/mol
F )‘W P.F: 230°C

Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 23%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.

IR (KBr), v: 3247 (M, vnn); 2312 (d, vex); 1685 (f, ve=0); 1328 (f, vnzo.) cm™

IH-RMN (DMSO-d), 8: 11.49 (s,1H, NH): 8.39 (d,1H, Hs, Jss= 8.6 Hz); 8.26 (s,1H,
Hg): 7.90 (d,1H, He, Je.s= 8.4 Hz); 2.58 (s,3H, CH3-C7); 2.25 (sa,1H, CH); 0.97

(sa,2H,CHy,); 0.91 (sa,2H,CH;) ppm

Analisis Elemental (C14H12N4O3):

Tedrico | Hallado
C% | 5915 59,09
H% 4,22 4,65
N% 19,71 19,30
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-clano-3-(ciclopropilcarboxamido)-7-metoxiqguinoxalina 1,4-di-N-
oxido

(Compuesto 4.1d)

Férmula molecular: C14H15N4O4

Haco N*jiCN . P.M: 300 g/mol
F )‘W P.F: 236°C
o Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 25%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-metoxibenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3256 (m, VNH); 2370 (d, VCEN); 1691 (f, cho); 1327 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), d: 11.42 (s,1H, NH); 8.43 (d,1H, Hs, Js.6= 9.4 Hz); 7.74 (d,1H,
Hs, Js6= 2.7 Hz); 7.69 (dd,1H, He, Js.s= 2.6 Hz, Js5= 9.5 Hz); 4.01 (s,3H, CH30); 2.51
(sa,1H, CH); 0.97 (d,2H, CHy); 0.91 (d,2H, CH;) ppm

Andlisis Elemental (C14H12N4O4):

Teérico | Hallado

C% 56,00 55,61
H% 4,00 4,12
N% 18,66 18,19
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclopentilcarboxamido)-7-cloroguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.2b)

Férmula molecular: C15H13N4O5 ClI

c N*\ICN . P.M: 332,5 g/mol
Z P.F: 229°C
© Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 25%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBr), v: 3307 (M, vnn); 2315 (d, ven); 1701 (f, ve=o); 1327 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 11.24 (s,1H, NH); 8.49 (d,1H, Hs QX, Js.6= 9.2 Hz); 8.46
(d,1H, Hg QX, Js6= 2.1 Hz); 8.10 (dd,1H, Hs QX, Jss= 2.2 Hz, Je5= 9.2 Hz); 3.18
(m,1H, CH); 1.90 (sa,2H, H,+Hs ecuatoriales CICLO); 1.81 (sa,2H, H,+Hs axiales
CICLO); 1.68 (sa,2H, H3+H, ecuatoriales CICLO); 1.60 (sa,2H, Hz+H4 axiales CICLO)

Ppm

Anélisis Elemental (C15H13N4O3Cl):

Tedrico | Hallado
C% 54,13 53,90
H% 3,90 3,77
N% 16,84 17,10
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclohexilcarboxamido)-7-cloroquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.3b)

Férmula molecular: C1gH15N4O5 ClI

Ol_

C'\@“jic“ . P.M: 346,5 g/mol
o P.F: 245°C
|- H

Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 17%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBr), v: 3286 (M, vn); 2236 (d, ve=x); 1696 (f, ve=o); 1327 (f, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 4: 11.19 (s,1H, NH); 8.48 (d,1H, Hs QX, Js.6= 9.2 Hz); 8.46
(d,1H, Hg QX, Js6= 2.1 Hz); 8.10 (dd,1H, Hs QX, Jss= 2.2 Hz, Je5= 9.2 Hz); 2.72
(m,1H, CH); 1.86 (d,2H, H,+Hs ecuatoriales CICLO); 1.78 (d,2H, H3+Hs ecuatoriales
CICLO); 1.65 (d,2H, H,+Hg axiales CICLO); 1.43 (m,2H, Hs+Hs axiales CICLO); 1.25
(d,2H, CH,* CICLO) ppm

Anélisis Elemental (C16H15N4O3Cl):

Teérico | Hallado

C% 55,41 54,95
H% 4,32 4,59
N% 16,16 16,00
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclohexilcarboxamido)-7-metilquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.3c)

Férmula molecular: C17H1gN4O5

Ol_

\@“jic” o P.M: 326 g/mol
oS P.F: 214°C
| H

o

Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 11%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3248 (m, VNH); 2374 (d, VCEN); 1691 (f, cho); 1327 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 6: 11.07 (5,1H, NH); 8.03 (d,1H, Hs QX, Js.= 8.7 Hz); 7.32
(s,1H, Hg QX); 7.27 (dd, 1H, Hs QX, Js.s= 1.3 Hz, Js5= 8.7 Hz); 2.71 (m,1H, CH); 2.51
(s,3H, CH3-C7 QX); 1.87 (d,2H, H,+Hs ecuatoriales CICLO); 1.78 (d,2H, Hz+Hs
ecuatoriales CICLO); 1.65 (d,2H, H,+Hg axiales CICLO); 1.44 (d,2H, Hz+Hs axiales
CICLO); 1.27 (dd,2H, CH,* CICLO) ppm

Anélisis Elemental (C17H1gN4O3):

Teérico | Hallado

C% 62,57 62,09
H% 5,52 5,43
N% 17,17 16,76
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-(ciclohexilcarboxamido)-7-metoxiquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 4.3d)

Férmula molecular: C17H1gN4O4

ng\@wjim . P.M: 342 g/mol
s P.F: 219°C
Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 30%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-metoxibenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3245 (m, VNH); 2373 (d, VCEN); 1691 (f, cho); 1327 (f, VN+0.) cm'l

'H-RMN (DMSO-dg), 4: 11.01 (s,1H, NH); 8.41 (d,1H, Hs QX, Js.6= 9.4 Hz); 7.74
(d,1H, Hg QX, Jgs= 2.6 Hz); 7.69 (dd, 1H, Hs QX, Jss= 2.7 Hz, Je5= 9.4 Hz); 4.01
(s,3H, CH30); 2.69 (m,1H, CH); 1.87 (d, 2H, H,+Hjg ecuatoriales CICLO); 1.77 (d,2H,
Hs+Hs ecuatoriales CICLO); 1.65 (d,1H, H,+Hg axiales CICLO); 1.44 (m,2H, Hz+Hs
axiales CICLO); 1.26 (d,2H, CH,* CICLO) ppm

Andlisis Elemental (C17H1sN4O4):

Teérico | Hallado

C% 59,64 59,20
H% 5,26 5,34
N% 16,37 16,33
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-acetamido-2-cianoguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 5.1a)

Férmula molecular: C11HgN4O3

T,
NG P.M: 244 g/mol
e )J\ P.F: 196°C
l* Aspecto: solido naranja

Rendimiento: 15%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBr), v: 3256 (M, vni); 2374 (d, vex); 1524 (f, ve=0); 1331 (f, vnzo.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 11.29 (s,1H, NH); 8.50 (d,1H, Hs, Js.6= 8.5 Hz); 8.45 (d,1H,
Hs, Js.7= 8.5 Hz); 8.08 (t,1H, He, Js7= 7.6 HZz); 7.99 (dd,1H, H;, J;6= 7.5 Hz, J;.s= 8.3
Hz); 2.27 (s,3H, CH3) ppm

Analisis Elemental (C1;HgN4O3):

Teérico | Hallado

C% 54,09 53,74
H% 3,27 3,02
N% 22,95 23,43
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-3-propionamidoquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 5.2a)

Férmula molecular: C12H1gN4O5

(I)V
A P.M: 258 g/mol
N/ N)k/ P.F:191°C
l* Aspecto: solido amarillo

Rendimiento: 15%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3250 (m, VNH); 2236 (d, VCEN); 1524 (f, cho); 1333 (f, VN+O-) cm'l

IH-RMN (DMSO-d), o 11.26 (s,1H, NH); 8.51 (d,1H, Hs, Js.c= 8.6 Hz); 8.46 (d,1H,
Hsg, Js.7= 8.4 Hz); 8.08 (t,1H, H;); 8.01 (dd,1H, He, Jss= 8.6 Hz); 2.58 (d,2H, CHa,
\]CHZ-CH3: 7.4 HZ); 1.13 (t,3H, CH3, JCHB-CHZZ 7.3 HZ) ppm

Analisis Elemental (C12H1oN4O3):

Tedrico | Hallado
C% 55,81 56,05
H% 3,87 3,66
N% 21,70 22,10
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-7-cloro-3-propionamidoquinoxalina 1,4-di-N-0xido

(Compuesto 5.2b)

Férmula molecular: C12HgN4O3 Cl

¢
a NG P.M: 2925 g/mol

F N)k/ P.F: 229°C

<|>' Aspecto: solido amarillo

Rendimiento: 5%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBr), v: 3254 (M, vni); 2366 (d, vex); 1517 (f, ve=0); 1321 (f, vnso.) cm™

IH-RMN (DMSO-dg), 8: 11.28 (s,1H, NH); 8.49 (d,1H, Hs, Js.c= 8.6 Hz): 8.46 (d,1H,
Hg); 8.09 (dd,lH, He, J5-8: 2.4 Hz, J6.5: 8.6 HZ); 2.58 (d,ZH, CH,, JCHQ-CH?,: 7.2 HZ);
1.13 (t,3H, CH3, JCH3-CH2: 7.3 HZ) ppm

Analisis Elemental (C12HgN4O3Cl):

Tedrico | Hallado
C% | 49,23 49,18
H% 3,07 2,84
N% 19,14 19,18
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Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

2-ciano-7-cloro-3-(4-clorobutanamido)gquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 5.3b)

Férmula molecular: C13H1gN4O3 Cl»

(|)7
a N\ cN . P.M: 341 g/mOI

F N)J\/\/u P.F: 196°C

clr Aspecto: solido amarillo

Rendimiento: 5%

Meétodo de sintesis: Método D partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando diclorometano/metanol

(97:3) como fase movil.
IR (KBI’), v: 3256 (m, VNH); 2373 (d, VCEN); 1517 (f, cho); 1324 (f, VN+0.) cm'l

IH-RMN (DMSO-ds), o 11.44 (s,1H, NH); 8.50 (d,1H, Hs, Js.c= 9.1 Hz); 8.47 (d,1H,
Hg, Jg6= 2.0 HZ); 8.11 (dd,lH, He, Js.s= 2.2 Hz, Js5= 9.1 HZ); 3.73 (t,2H, CHZS, J3o=
6.6 Hz): 2.75 (t,2H, CH.2, J,.5= 7.0 Hz, J,.4= 7.0 Hz); 2.08 (t,2H, CH,%) ppm

Analisis Elemental (C13H10N4O3Cly):

Teérico | Hallado

C% 45,74 45,39
H% 2,93 2,83
N% 16,42 16,48
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3-amino-2-(5-amino-1,3,4-tiodiazol-2-il)quinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 6a)

Férmula molecular: C1gHgNgO-, S

e _

N P.M: 276,1 g/mol
N \N/\N 9
AN, P.F: 269°C

Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 15%

Meétodo de sintesis: Método F partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (1:1)

como fase mavil.

IR (KBr), v: 3381 (m, vnn); 3263 (M, vnu); 1625 (T, ven); 1360 (M, vn+o-); 1183 (T, ve.

s) cm™?

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 16.18 (5,2H, NH, TD); 8.33 (d,1H, Hs, Jss= 8.2 Hz); 8.08 (d,
1H, Hg, Ja.7= 8.2 Hz); 8.03 (5,2H, NH, QX); 7.84 (t, 1H, He, Jss= 7.8 Hz, Jsr= 7.8
Hz): 7.69 (t,1H, H7, J7.6= 7.7 Hz, J7.4= 7.7 Hz) ppm

Anélisis Elemental (C19HgNsO,S):

Teérico | Hallado

C% 43,46 43,91
H% 2,89 2,89
N% 30,42 29,97
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3-amino-2-(5-amino-1,3,4-tiodiazol-2-il)-7-cloroquinoxalina 1,4-di-N-
oxido

(Compuesto 6b)

NH, Formula molecular: C19H7NgO- S ClI

e |
a L \N/\“ P.M: 310,6 g/mol
. P.F: 283°C

o Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 13%

Meétodo de sintesis: Método F partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (1:1)

como fase mavil.

IR (KBr), v: 3370 (M, vni); 3263 (M, vaw): 1624 (F, ven); 1356 (M, vaeo.): 1191 (F, ve.

s)cm™

'H-RMN (DMSO-dg), : 16.22 (5,2H, NH, TD); 8.33 (d,1H, Hs, Js.6= 9.2 Hz); 8.11
(S,ZH, NH2 QX), 8.02 (d,lH, H3, .J3_6: 1.9 HZ); 7.85 (dd,lH, H6, J6—8: 2.2 HZ, \]6—5: 9.2
Hz) ppm

Anélisis Elemental (C190H7NsO,SCI):

Teébrico | Hallado

C% 38,63 39,04
H% 2,25 2,02
N% 27,04 27,42
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3-amino-2-(5-amino-1,3,4-tiodiazol-2-il)-7-metilquinoxalina 1,4-di-N-
oxido

(Compuesto 6¢)

Férmula molecular: C11H1gNgO> S

e _

N P.M: 290,1 g/mol
N \N/\N g
AN P.F: 253°C

o Aspecto: sélido anaranjado

Rendimiento: 16%

Meétodo de sintesis: Método F partiendo del 5-metilbenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (1:1)

como fase mavil.

IR (KBF), v: 3381 (M, vau): 3265 (M, var): 1608 (F, ven); 1364 (M, vnso.); 1185 (F, ve.

s)cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 16.13 (s,2H, NH, TD); 8.23 (d,1H, Hs, Js6= 8.7 Hz); 7.92
(s,2H, NH, QX); 7.82 (s,1H, Hs): 7.68 (d,1H, He, Jss= 9.4 Hz); 2.51 (s,3H, CH3-C7)
ppm

Anélisis Elemental (C11H1oNgO,S):

Teébrico | Hallado

C% 45,50 46,00
H% 3,44 3,59
N% 28,95 28,47
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3-amino-2-(5-amino-1,3,4-tiodiazol-2-il)-7-metoxiquinoxalina 1,4-di-N-
oxido

(Compuesto 6d)

Férmula molecular: C11H1gNgO3 S

r |
o Y \N/\“ P.M: 306,1 g/mol
. P.F: 253°C

o Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 12%

Meétodo de sintesis: Método F partiendo del 5-metoxibenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (1:1)

como fase mavil.

IR (KBr), yv: 3375 (m, VNH); 3257 (m, VNH); 1621 (f, VC-N); 1367 (m, VN+0-); 1193 (f, V-

s)cm™

'"H-RMN (DMSO-dg), d: 16.11 (5,2H, NH, TD); 8.24 (d,1H, Hs, Js5= 9.4 Hz); 7.80
(s,2H, NH, QX); 7.49 (dd,1H, Hg, Js.s= 2.6 Hz, Js5= 9.4 Hz); 7.37 (d,1H, Hg, Jg6= 2.5
Hz); 3.93 (s,3H, CH30) ppm

Anélisis Elemental (C11H10NgO3S):

Teébrico | Hallado

C% 43,12 43,27
H% 3,26 3,46
N% 27,44 26,98

172



Resultados y Discusion: Caracterizacion de los compuestos

3-amino-2-(5-amino-1,3,4-tiodiazol-2-il)-7-fluoroquinoxalina 1,4-di-N-
oxido

(Compuesto 6e)

N, Formula molecular: C;oH;NgO, S F

e |
F S \N/\N P.M: 294,1 g/mol
N P.F: 230°C

o Aspecto: sélido amarillo

Rendimiento: 10%

Meétodo de sintesis: Método F partiendo del 5-fluorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (1:1)

como fase mavil.

IR (KBF), v: 3375 (M, va): 3263 (M, vir): 1629 (F, ven); 1373 (M, vnso.); 1188 (F, ve.

s)cm™

'H-RMN (DMSO-ds), d: 16.24 (s,2H, NH, TD); 8.37 (dd,1H, He, Js.s= 5.7 Hz, Je.5=
10.1 Hz); 8.01 (s,2H, NH, QX); 7.77 (m, 2H, Hs+ Hg) ppm

Anélisis Elemental (C190H7NsO,SF):

Tedrico | Hallado
C% 40,80 41,20
H% 2,38 2,01
N% 28,56 28,43
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3-amino-2-(5-amino-1,3,4-tiodiazol-2-i1)-6,7-dicloroquinoxalina 1.4-di-
N-0xido

(Compuesto 6q)

NH, Formula molecular: C1oHgNgO- S Cl,

e |
a " \N/\N P.M: 345,1 g/mol
. A P.F: 263°C

o Aspecto: sélido naranja

Rendimiento: 5%

Meétodo de sintesis: Método F partiendo del 5,6-diclorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacion: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (1:1)

como fase mavil.

IR (KBF), v: 3346 (m, VNH); 3256 (m, VNH); 1615 (f, VC-N); 1349 (m, VN+0-); 1184 (f, vec-

s)cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 16.09 (s,2H, NH, TD); 8.61 (s,1H, Hs); 8.29 (5,2H, NH, QX);
8.24 (s,1H, Hg) ppm

Anélisis Elemental (C190HsNsO,SCl,):

Teérico | Hallado

C% 34,77 34,75
H% 1,73 1,56
N% 24,34 23,96
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Clorhidrato de (E)-2-((2-(7-cloroquinolin-4-il)hidrazono)metil)-3-
metilquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 7a)

Férmula molecular: C19H14N50, ClI

T' -HCI
C[N\jf\w/ I HO p.M: 416 g/mol

_ /

i « | P.F: 213°C

Aspecto: sélido marron

Rendimiento: 5%

Meétodo de sintesis: Método G partiendo de benzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase movil.
IR (KBr), v: 3071 (M, vnn); 1579 (f, vern); 1344 (M, vnso) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), d: 12.08 (s,1H, NH); 9.08 (s,1H, H, QNL): 8.49 (sa,1H, Hg QX);
8.47 (sa,1H, Hs QX); 8.44 (s,1H, Hg QNL); 8.41 (s,1H, Hs QNL); 7.92 (m,2H, He+H>
QX); 7.90 (d,1H, Hs QNL, Jss= 7.3 Hz); 7.58 (s,1H, H3 QNL); 7.24 (s,1H, CH); 3.45
(s,3H, CH3-C3 QX) ppm

Anélisis Elemental (C19H14N50,Cl -HCI):

Tedrico | Hallado
C% 54,80 54,83
H% 3,60 3,97
N% 16,82 16,83
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(E)-7-cloro-2-((2-(7-cloroquinolin-4-il)hidrazono)metil)-3-
metilguinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 7h)

Férmula molecular: C19H13Ns0; Cl,
c Yy A P.M: 414 g/mol
7 - | P.F: 210°C
o N ¢ Aspecto: solido granate

Rendimiento: 25%

Meétodo de sintesis: Método G partiendo del 5-clorobenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase movil.
IR (KBr), v: 3098 (M, vnn); 1608 (f, vern); 1311 (M, vnso) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), o: 11.99 (s,1H, NH); 9.08 (s,1H, H, QNL); 8.66 (s,1H, Hs
QNL); 8.47 (d,1H, He QX, Jss= 8.6 Hz); 8.44 (s,1H, Hs QNL); 8.42 (s,1H, Hs QNL):
7.96 (s,1H, CH); 7.93 (d,1H, Hs QX, Js.6= 8.4 Hz); 7.63 (s,1H, Hg QX); 7.28 (s,1H, Hs
QNL); 2.96 (s,3H, CH3-C3 QX) ppm

Anélisis Elemental (C19H13N50,Cly):

Tedrico | Hallado
C% 55,07 54,67
H% 3,14 3,51
N% 16,90 16,60
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(E)-2-((2-(7-cloroquinolin-4-i)hidrazono)metil)-3-metil-7-

metoxiquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 7d)

Férmula molecular: C,oH16Ns05 ClI

H3CO N*\ \N/NH P.M: 409,5 g/mol
\@r - | P.F: 236°C
o N ¢ Aspecto: solido granate

Rendimiento: 25%

Meétodo de sintesis: Método G partiendo del 5-metoxibenzofuroxano.

Meétodo de purificacién: cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (6:4)

como fase mavil.

IR (KBr), v: 3091 (M, vnn); 1608 (f, vern); 1329 (M, vnso.) cm™

'H-RMN (DMSO-dg), 8: 12.00 (s,1H, NH); 9.13 (d,1H, H, QNL, Jo.5= 2.7 Hz); 8.48
(d,1H, Hs QNL); 8.43 (d,1H, Hg QNL, Jg.s= 8.3 Hz); 7.96 (d,1H, Hs QNL): 7.83 (d,1H,
Hs QX, Js.6= 9.6 Hz); 7.67 (s,1H, CH); 7.57 (d,1H, Hs QNL, Ja.,= 2.7 Hz); 7.55 (d,1H,
He QX, Jos= 9.6 Hz); 7.33 (s,1H, Hs QX); 2.96 (s,3H, CH3-C3 QX); 2.51 (s,3H, CH30)

Ppm

Analisis Elemental (Cy9H16NsO3Cl):

Tedrico | Hallado
C% 58,60 58,19
H% 3,90 4,10
N% 17,09 16,72
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44. Resultados de actividad antiplasmédica in vitro

Como se ha descrito en el apartado Material y Métodos, se ha determinado la
actividad antimalérica in vitro de la totalidad de los compuestos obtenidos cuyos
resultados se muestran en las tablas 11-16, siendo la cloroguina el compuesto de

referencia.

Tabla 11. Resultados de actividad antiplasmddica de los compuestos de la serie 1.

T_
RY N CN
X
A
R® N* N——S——Ar
R
(o} o)

Compuesto R'/R® Ar Clso (UM) indice de CQ
1.1b CI/H 2-naftil >23.4 >117
1.1c CH3/H 2-naftil >24.6 >123
1.1f CHs3/CH3 2-naftil >23,8 >119
1.2b CI/H o-nitrofenil 174+05 87
1.3a H/H p-nitrofenil 20+ 2 100
1.3b CI/H p-nitrofenil >23,7 >118
1.3¢ Cl/CI p-nitrofenil 18,71 93
CQ - - 0,2+0,1 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en pM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de cepas FCR-3 de Plasmodium falciparum + la desviacion estandar . CQ: cloroquina.
Indice de CQ: Cls, del compuesto/Cls, de la cloroquina.
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Tabla 12. Resultados de actividad antiplasmodica de los compuestos de la serie 2.

T_
R N, CN
X Q
4
R N* N
| H
L
Compuesto R'/IR® Clso (UM) indice de
CcQ
2a H/H 414+11 138
2b CI/H 10,8+1,8 36
2C CH3/H 52,814 176
2d CH3;0O/H 27 1,7 90
2e F/H 74+0,6 25
2f CHs/CH3 50,4+20 198
2h FIF 36+0,9 120
CQ - 0,3+0,01 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en uM, de la inhibicién del 50% del
crecimiento celular de cepas FCR-3 de Plasmodium falciparum + la desviacién estandar. CQ: cloroquina.
Indice de CQ: Cls, del compuesto/Cls, de la cloroquina.
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Tabla 13. Resultados de actividad antiplasmodica de los compuestos de la serie 3.

o

R r\|1+ CN
X Q
T A
R N* N R"
N
R’

Compuesto R'/R® R”’/R’ Clso indice
(UM) de CQ
3.1b CI/H CF3/NO; 24,5 245
3.1c CH3/H CF3/NO; 447 447
3.1le F/H CF3/NO; 14,6 146
3.1g Cl/Cl CF3/NO; 13,9 139
3.2b CI/H CFs/H 18,6 186
3.2¢c CH3/H CFs/H 30,5 305
3.2e F/H CFs/H 30,9 309
3.29 Cl/CI CFs/H 18,5 185
3.3c CH3/H F/H 36,3 363
3.3e F/H F/H 34,3 343
3.4b CI/H CH30O/H 12,8 128
3.4c CH3/H CH30O/H 30,4 304
3.4g Cl/Cl CH30/H 26,1 261
co - i 0.1 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en UM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de cepas FCR-3 de Plasmodium falciparum. CQ: cloroquina. Indice de CQ: Clg, del
compuesto/Clsg de la cloroquina.
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Tabla 14. Resultados de actividad antiplasmodica de los compuestos de las series 4 y 5.

T_
R NY CN
X
= )}\
R6 + N '
| H
o
Compuesto R/IR R’ Clso indice
(M) de CQ
4.1a H/H ciclopropil 18,30 91
4.1b CI/H ciclopropil 13,33 67
4.1c CHy/H ciclopropil 31,04 155
4.1d CH3O/H ciclopropil 27,80 139
4.2b CI/H ciclopentil 2,90 14
4.3b CIH ciclohexil 7,50 37
4.3c CH4/H ciclohexil 21,62 108
4.3d CH3O/H ciclohexil 12,99 65
5.1a H/H metil 6,20 31
5.2a H/H acetil 5,30 26
5.2b CI/H acetil 4,30 21
5.3b CI/H 3- 5,70 28
cloropropil
CQ - - 0,20 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en UM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de cepas FCR-3 de Plasmodium falciparum. CQ: cloroquina. Indice de CQ: Clg, del
compuesto/Clsg de la cloroquina.
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Tabla 15. Resultados de actividad antiplasmddica de los compuestos de la serie 6.

NH2>

X \N/N
RS N+/ NH2
|
Compuesto R’/R® Clso indice de CQ
(LM)

6a H/H 261,60 >1000
6b CI/H 145,40 127
6c CH3/H 151,10 755
6d CH3;0O/H 174,20 871
6e F/H 205,70 >1000
69 Cl/Cl 51,91 260
co - 0,20 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en UM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de cepas FCR-3 de Plasmodium falciparum. CQ: cloroquina. Indice de CQ: Clg, del
compuesto/Cls, de la cloroquina.
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Tabla 16. Resultados de actividad antiplasmodica de los compuestos de la serie 7.

T_
R N NH
A \N/
= =
R6 Nt
| N
0 N cl
Compuesto R’/R® Clso Clso indice
(UM)? (UM)° de CQ
7a H/H 25,86 - 199
7b CI/H - 0,24 6
7d CH30/H - 1,38 34
e i 0,13 0,04 1

Clsy*: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en uM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de cepas FCR-3 de Plasmodium falciparum. Clg> valores medios del ensayo
realizado por triplicado, expresados en UM, de la inhibicién del 50% del crecimiento celular de cepas
3D7A de Plasmodium falciparum. CQ: cloroquina. indice de CQ: Clg, del compuesto/Cls, de la
cloroquina.
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45. Discusion de la actividad antiplasmadica in vitro

El estudio del comportamiento de los compuestos de las diferentes series en el
ensayo de actividad antiplasmddica in vitro en las cepas FCR-3 y 3D7A, ha sido
suficiente para comprobar que en todas las series (1-7), son generalmente mas activos
los derivados con atomos electroatrayentes en posiciones 7 y/o 6 que los derivados que

poseen grupos electrodonantes o0 no se encuentran sustituidos en esas posiciones.

Con respecto a los compuestos de la serie 1, ninguno de los derivados de
sulfonamidas presenta actividad antimalérica interesante, siendo de 60 a 80 veces menos
activo que la cloroquina, aunque ésta aumenta ligeramente con la presencia de

haldgenos en posiciones 6 y 7, con la excepcion del compuesto 1.3b.

En relacién a los compuestos de la serie 2, la mayoria de derivados de
acetoxibenzamidas resultan escasamente activos frente a la cepa FCR-3 de P.
falciparum, siendo de 90 a 100 veces menos activos que la cloroquina, a excepcion de
los compuestos 2b y 2e que presentan buena actividad. De manera interesante, se
observa que la actividad aumenta de 4 a 7 veces con la presencia de un atomo
electroatrayente en posicion 7 con respecto al derivado que no se encuentra sustituido o

que posee grupo metilo en dicha posicion.

De entre los compuestos de la serie 3, 3.1e, 3.1g y 3.4b presentan buena actividad,
mientras que el resto de compuestos son inactivos o presentan baja o moderada
actividad. En general la presencia de atomos electroatrayentes en posiciones 7 y/o 6
mejoran la actividad antiplasmddica, siendo el peor sustituyente el que posee un grupo
metilo, es decir el grupo electrodonante, en posicion 7. La presencia de un grupo nitro
en la posicion R’ disminuye la actividad del derivado con grupo electrodonante (metilo)
en posicion 7. La presencia de un 4tomo de flior y de un grupo metoxi en posicion R”’,
no mejora la actividad respecto a los derivados con un grupo trifluorometil en dicha

posicion.

Con respecto a las series 4 y 5, los compuestos 4.2b y 5.2b son altamente activos,
los compuestos 4.1b, 4.3b, 4.3d, 5.1a, 5.2a y 5.3b presentan actividad prometedora y los
compuestos 4.1a, 4.1d y 4.3c son moderadamente activos. El resto de compuestos son
inactivos o presentan baja actividad. Al igual que en las series anteriores, los derivados

gue poseen un grupo electrodonante en posicion 7 generalmente son los menos activos,
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y la presencia de atomos electroatrayentes en dicha posicion aumenta la actividad con
respecto a los derivados no sustituidos o que presentan grupos electrodonantes. La
comparativa basada en el nUmero de carbonos del que constan los ciclos unidos al grupo
carboxamido de la serie 4, muestra un descenso de la actividad en el siguiente orden:
ciclopentil>ciclohexil>ciclopropil. En referencia a la longitud de la cadena alifatica
unida al grupo carboxamido de los compuestos de la serie 5, se produce un aumento de
la actividad conforme ésta aumenta, como se observa en la actividad entre los

compuestos 5.1a y 5.2a.

Con objeto de evaluar la influencia del grupo carbonitrilo en la posicion 2 del
anillo de quinoxalina, se disefid una serie paralela a las anteriores pero con un grupo
tiodiazol-amina en dicha posicion. Debido al bajo rendimiento obtenido en la etapa de
sustitucion, ha resultado inviable la obtencion de dichos compuestos, siendo los
compuestos intermedios sintetizados estimados como compuestos finales de la serie 6.
Dichos compuestos se han mostrado inactivos frente a la cepa FCR-3 de P. falciparum,
aunque la disustitucion de haldgenos en posiciones 6 y 7 (compuesto 6g), mejora
notablemente la actividad antiplasmaodica.

Los compuestos de la serie 7 ensayados frente a la cepa de Plasmodium
falciparum FCR-3, 7b y 7d, son altamente activos, mientras que el derivado no
sustituido mostré actividad moderada frente a la cepa 3D7A. Una vez mas, la presencia
de un atomo electroatrayente en posicion 7 del anillo de quinoxalina, mejora

notablemente la actividad antiplasmodica.

A pesar de que la actividad antiplasmédica no puede ser comparada entre
compuestos de todas las series, ya que han sido ensayados en cepas distintas de
Plasmodium falciparum y/o algunos no poseen caracteristicas estructurales que lo
permitan, si se puede observar que en general los compuestos que forman parte de la
serie 7 han sido los que han mostrado la mejor actividad antimalarica. Ademas, de los
cuatro compuestos sintetizados que han mostrado notable actividad, tres de ellos
presentan un atomo de cloro en posicion 7. De la comparativa del sustituyente en
posicién 3, entre las cinco primeras series, l0s compuestos que presentan una cadena
alifatica y un ciclopentano unidos a un grupo carboxamido, han sido los que han

mostrado mayor actividad antiplasmadica.

188



XIV. ACTIVIDAD
LEISHMANICIDA






Resultados y Discusion: Actividad Leishmanicida

46. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida in vitro

Como se ha descrito en el apartado Material y Métodos, se ha determinado la

actividad leishmanicida in vitro y la toxicidad de la totalidad de los compuestos

obtenidos cuyos resultados se muestran en las tablas 17-22.

Tabla 17. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida de los compuestos de la serie 1.

T_
RT N, CN
X
A
R® N* N——S——Ar
A
o o)
Compuesto  R/R® Ar Cls CCsp IS indice de
(UM) (UM) Anf B
1.1b CIH 2-naftil 2014 886+5,6 4.4 100
1.1c CHa/H 2-naftil 16,3+0,8 >245,6 >15,1 81
1.1f CH3/CH3 2-naftil >100 ND ND >100
1.2b CIH o- 31+0,1 6,8+0,8 2,2 15
nitrofenil
1.3a H/H p- 86,3+8,5 ND ND 431
nitrofenil
1.3b CIIH p- 21+0,1 79+0,3 3,8 10
nitrofenil
1.3g Cl/CI p- 159+13 89,1+64 5,6 79
nitrofenil
Anf B - - 02+001 44+01 22 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en pM, de la inhibicién del 50% del
crecimiento celular de amastigotes de Leishmania amazonensis + la desviacion estdndar. CCsg:
concentracion citotéxica media de los compuestos en macrofagos peritoneales de roedor + la desviacién
estandar. IS: indice de selectividad de los compuestos obtenido del cociente de CCs, de macrofagos
peritoneales de raton y la Clsg en Leishmania amazonensis. ND: no determinado. Anf B: anfotericina B.

indice de Anf B: Cls, del compuesto/Cls, de la anfotericina B.
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Tabla 18. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida de los compuestos de la serie 2.

T,
R N CN
N o
=
R N* N
| H
L
Oj\
Compuesto R'/R® Clso (UM)  CCsp (ULM) IS indice de
Anf B
2a H/H 111,8+3,2 ND ND 559
2b CIH 33,6+1,3 ND ND 168
2C CHs/H 18,8 +0,3 21,7+1)9 11 94
2d CHsO0/H 424+ 1,7 ND ND 212
2e F/H 7,3+0,1 13,6+1,6 1,8 36
2f CHs/CH; 17,6 +£0,6 125+1,1 0,7 88
2h FIF 14,8+0,1 10,5+0,7 0,7 74
Anf B - 0,2+0,01 44+0,1 22 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en M, de la inhibicién del 50% del
crecimiento celular de amastigotes de Leishmania amazonensis + la desviacion estdndar. CCsg:
concentracion citotéxica media de los compuestos en macrofagos peritoneales de roedor + la desviacién
estandar. 1IS: indice de selectividad de los compuestos obtenido del cociente de CCs, de macréfagos
peritoneales de raton y la Clsy en Leishmania amazonensis. ND: no determinado. Anf B: anfotericina B.
indice de Anf B: Cls, del compuesto/Cls, de la anfotericina B.
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Tabla 19. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida de los compuestos de la serie 3.

o

D[I)kﬂﬁ

Compuesto  R'/R® R”/R> Cls(UM)  CCso IS indice de
(UM) Dox
3.1b CI/H CF3/NO; 21,8 7,0 0,3 3
3.1c CHs/H CF3/NO; 36,3 17,7 0,5 6
3.1e F/H CF3/NO; 41,1 11,0 0,3 6
3.1g Cl/CI CF3/NO, 22,7 1,6 0,1 4
3.2b CI/H CF3/H 7,6 6,4 0,8 1
3.2¢ CHs/H CF3/H 23,3 12,1 0,5 4
3.2e F/H CFs/H 28,8 12,2 0,4 4
3.29 Cl/CI CFs/H 5,7 2,2 0,4 1
3.3c CHs/H F/H 23,0 24,1 11 4
3.3e F/H F/H 31,3 24,3 0,8 5
3.4b CI/H CH3;0O/H 18,8 47,5 2,5 3
3.4c CHs/H CH3;0O/H 30,0 183,5 6,1 5
3.4q9 Cl/CI CH30O/H 10,9 14,0 1,3 2
Dox - - 6,4 0,4 >10 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en uM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de amastigotes de Leishmania infantum. CCsy: concentracion citotdxica media de los
compuestos en células VERO. IS: indice de selectividad de los compuestos obtenido del cociente de CCx
de células VERO y la Cls, en Leishmania infantum. Dox: doxorrubicina. indice de Dox: Cls, del
compuesto/Clsy de la doxorrubicina.
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Tabla 20. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida de los compuestos de las series 4y 5.

T_
R N CN
AN a
PP
RS N* N R
| H
o
Compuesto  R'/R® R’ Clso(UM)?  Clso(uM)® CC50(uM) IS indice
de Anf
B
4.1a H/H ciclopropil 3,59 - 55,11 15,34 17
4.1b CIH ciclopropil 3,55 - 144,66 40,79 17
4.1c CHs/H  ciclopropil 3,52 - 52,82 15,00 17
4.1d CH3O/H ciclopropil 3,97 - 145,57 36,70 19
4.2b CI/H ciclopentil - 14,90 ND ND 99
4.3b CI/H ciclohexil 2,54 - 249,00 98,05 12
4.3c CHsy/H  ciclohexil 4,60 - 240,15 52,19 22
4.3d CH3O/H  ciclohexil 3,45 - 238,51 69,13 16
5.1a H/H metil - 16,60 ND ND 111
5.2a H/H acetil - 11,90 ND ND 79
5.2b CI/H acetil - 4,00 ND ND 27
5.3b CI/H 3- - 0,70 ND ND 5
cloropropil
Anf B - - 0,21 0,15 13,05 62,14 1

Cls*: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en puM, de la inhibicion del 50% del
crecimiento celular de amastigotes de Leishmania infantum. Cls”: valores medios del ensayo realizado
por triplicado, expresados en pM, de la inhibicion del 50% del crecimiento celular de amastigotes de
Leishmania amazonensis. CCsy: concentracion citotoxica media de los compuestos en células VERO. IS:
indice de selectividad de los compuestos obtenido del cociente de CCs, de células VERO vy la Clgy en
Leishmania infantum. ND: no determinado. Anf B: anfotericina B. indice de Anf B: Clg, del
compuesto/Clsy de la anfotericina B.
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Tabla 21. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida de los compuestos de la serie 6.

NH>

X N\ ~N
Z
N
|
Compuesto R/R®  Clsp(UM)  CCs IS indice de Anf B
(HM)
6a H/H 95,18 >362,19 >3,81 >450
6b CI/H 42,85 246,23 5,75 >200
6c CHa/H 72,84 93,21 1,28 >340
6d CH30/H 62,92 278,57 4,43 300
6e F/H 57,74 340,02 >5,89 275
69 cl/cl 36,31 202,12 5,57 >170
Anf B - 0,21 13,05 62,14 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en pM, de la inhibicién del 50% del
crecimiento celular de amastigotes de Leishmania infantum. CCsy: concentracion citotoxica media de los
compuestos en células VERO. IS: indice de selectividad de los compuestos obtenido del cociente de CCsy
de células VERO y la Clg en Leishmania infantum. Anf B: anfotericina B. indice de Anf B: Cls, del
compuesto/Clsy de la anfotericina B.
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Tabla 22. Resultados de toxicidad y actividad leishmanicida de los compuestos de la serie 7.

T_
R N NH
N \N/
P~ =
R N*
| X
0 N cl
Compuesto R/R®  Clsp(UM)  CCs IS indice de Dox
(M)
7a H/H 559,57 17,77 0,03 87
7b CIH 312,27 194,59 0,62 49
7d CH30/H 191,26 10,26 0,05 30
Dox - 6,4 0,4 >10 1

Clso: valores medios del ensayo realizado por triplicado, expresados en pM, de la inhibicién del 50% del
crecimiento celular de amastigotes de Leishmania infantum. CCsy: concentracion citotoxica media de los
compuestos en células VERO. IS: indice de selectividad de los compuestos obtenido del cociente de CCsy
de células VERO vy la Clsy en Leishmania infantum. Dox: doxorrubicina. Indice de Dox: Cls, del
compuesto/Cls, de la doxorrubicina.
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47. Discusion de la toxicidad y actividad leishmanicida in vitro

El estudio del comportamiento de los compuestos de las diferentes series en el
ensayo de actividad leishmanicida in vitro en L. amazonensis y L. infantum, ha sido
suficiente para comprobar que en todas las series (1-7), son generalmente mas activos
los derivados con atomos electroatrayentes en posiciones 7 y/o 6 que los derivados que

poseen grupos electrodonantes o0 no se encuentran sustituidos en esas posiciones.

Correspondiente a la serie 1, los compuestos 1.2b y 1.3b presentan alta actividad,
inhibiendo el 50% del crecimiento celular del paréasito a una concentracion de
aproximadamente 3 uM, aunque son de 10 a 15 veces menos activos que la anfotericina
B. Con respecto a la relacion de la actividad leishmanicida con la posicion 7 del anillo
de quinoxalina, la ausencia de un &omo electronegativo (Cl) en esta posicién produce
una caida drastica de dicha actividad (86 uM). El sustituyente paranitrofenil es también
responsable de la actividad en asociacion con el atomo de Cl en posicion 7, ya que si en
dicha posicion el sustituyente es un grupo naftil, la activida disminuye 10 veces. La
comparativa basada en los grupos aromaticos situados en posicion 3, muestra un
descenso de la actividad en este orden: p-nitrofenil>o-nitrofenil>naftaleno. Ninguno de
los compuestos se muestra mas selectivo que la anfotericina B utilizada como
referencia, aunque se observa gue los que poseen sustituyente halogenado en posicién 7

y/0 6, resultan mas toxicos.

De entre los compuestos de la serie 2, el compuesto 2e ha sido el mas activo
frente a Leishmania amazonensis, siendo de 2 a 3 veces menos activo que los
compuestos 1.2b y 1.3b. En relacion al sustituyente en posicion 7, el grupo metilo y el
atomo de fldor son los que meor actividad muestran, disminuyendo ésta cuando dicha
posicién es ocupada por un atomo de cloro o un grupo metoxi. Con respecto a la
toxicidad, los compuestos de esta serie se muestran casi tan toxicos en macrofagos

como en Leishmania.

De los compuestos de la serie 3, el compuesto 3.2g presenta una actividad mejor
que la doxorrubicina utilizada como referencia y 3.2b y 3.4g muestran buena actividad.
En todos los casos, los compuestos con un atomo de flGor o un grupo metilo en posicion
7 son los que peor actividad leishmanicida presentan, mientras que en general, los que
presentan atomos de cloro en posiciones 6 y 7 son los de mayor actividad. Todos los

compuestos resultan ser tdxicos, y la presencia de atomos electroatrayentes en posicion
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7 ylo 6 aumenta dicha toxicidad, siendo en general menos toxicos, los compuestos que
presentan grupo metilo en posicién 7 y los que poseen un grupo metoxi en posicion R”’.
La presencia de un grupo nitro en posicion R’ disminuye considerablemente la
actividad, mientras que en posicion R’’ ocurre lo mismo con la presencia de un grupo
metoxi en lugar de un grupo trifluorometil. La presencia de un atomo de fldor en

posicion R’’ no mejora la actividad respecto a un grupo trifluorometil.

Con respecto a la serie 4, todos los compuestos ensayados frente a L. infantum,
resultan ser altamente activos, presentando en la mayoria de los casos buenos valores de
toxicidad, siendo mejores los que presentan el sustituyente ciclohexil unido al grupo
carboxamido de la posicién 3 del anillo de quinoxalina, destacando los compuestos 4.3b

y 4.3d con una toxicidad inferior a la anfotericina B.

Los compuestos de la serie 5 indican un aumento de la actividad conforme
aumenta la longitud de la cadena alifética, resultando ser el compuesto 5.3b el més
activo, inhibiendo el 50% del crecimiento celular del parésito a una concentracion
(0,7uM) cercana a la de la anfotericina B. Ademas, como se demuestra observando la
actividad de los compuestos 5.2b y 5.3b, la presencia de un atomo de cloro en posicién

7, aumenta considerablemente la actividad.

Como se ha comentado anteriormente, debido a las dificultades encontradas en la
ruta sintética se han estimado los compuestos intermedios como compuestos finales en
el caso de la serie 6. Los compuestos finales han presentado baja o nula actividad, y ser
toxicos, aunque los compuestos con atomos electroatrayentes en posicion 7 y/o 6

presentan una mayor actividad leishmanicida y una menor toxicidad.

Los compuestos de la serie 7 se han mostrado inactivos, ademas de ser tdxicos
frente a L. infantum, aunque la presencia de un sustituyente halogenado en posicién 7

aumenta la selectividad.

El compuesto que ha presentado mayor actividad leishmanicida frente a
Leishmania amazonensis ha sido el compuesto 5.3b, mientras que frente a Leishmania
infantum, ha sido el compuesto 4.3b. En base a los resultados, la serie que mejor
actividad ha mostrado ha sido la serie que presenta un ciclo unido al grupo carboxamido
situado en la posicion 3 del anillo de quinoxalina (serie 4), ya que todos ellos han

resultado ser notablemente activos. De hecho, dos de ellos (4.3b y 4.3d), han presentado
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mayor selectividad incluso que el compuesto de referencia (anfotericina B). Ademas, de
los once compuestos con interesante actividad leishmanicida, seis de ellos presentan en

posicion 7 un dtomo de cloro.
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48. Discusion de la selectividad de los compuestos por las

actividades evaluadas

En funcién de los resultados de actividad in vitro obtenidos por los compuestos

evaluados, podemos inferir la selectividad de las series disefiadas.

En relacién a los compuestos de la serie 1, ninguno ha mostrado notable actividad
frente a Plasmodium falciparum, aunque dos de ellos (1.2b y 1.3b) con un atomo de
cloro en posicion 7 y un grupo nitrofenil unido a la sulfonamida en posicion 3, si que lo

han hecho frente a Leishmania amazonensis.

De los compuestos pertenecientes a la serie 2, ninguno ha mostrado ser altamente
activo frente a malaria o leishmaniasis, aunque el compuesto 2e ha mostrado interesante

actividad en ambos casos.

Con respecto a la serie 3, el compuesto con dos atomos de cloro en posiciones 6 y 7
(3.29), presenta actividad superior a la doxorrubicina frente a Leishmania infantum,
mostrando el resto de compuestos actividad moderada, baja o nula frente a

leishmaniasis, al igual que la totalidad de ellos frente a Plasmodium falciparum.

La totalidad de los compuestos de la serie 4 ensayados frente a Leishmania infantum
han resultado ser notablemente activos, mientras que frente a Plasmodium falciparum
solo el compuesto 4.2b ha resultado serlo, ya que el resto presentan moderada actividad.
En relacion a la selectividad frente a Leishmania infantum, los compuestos 4.3b y 4.3d

presentan un indice de selectividad superior a la anfotericina B.

En la serie 5, el compuesto 5.2b ha resultado ser altamente activo tanto en
Plasmodium falciparum como en Leishmania amazonensis, y el compuesto 5.3b ha
resultado ser el més activo frente a Leishmania amazonensis. El resto de compuestos
han presentado buena actividad tanto en Leishmania amazonensis como en Plasmodium

falciparum.

Debido a la imposibilidad de poder sintetizar los compuestos finales de la serie 6,
los compuestos sintetizados no han servido para evaluar el efecto de los grupos situados

en posicion 2 y se han mostrado inactivos en ambas actividades.
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De entre todos los compuestos, 7b y 7d correspondientes a la serie 7, son los que
han mostrado mayor actividad antiplasmodica, y han sido elegidos como lideres en el
disefilo de nuevos compuestos frente a Plasmodium falciparum. Ninguno de los

compuestos de esta serie se ha mostrado activo frente a Leishmania infantum.
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49. Resultados y discusion de los ensayos computacionales

Los resultados obtenidos en los ensayos computacionales de los compuestos de

las series 1y 2, se recogen en la siguiente tabla (tabla 22):

Tabla 22. Propiedades fisico-quimicas de los compuestos de las series 1y 2.

n- n-
Descriptor de
TPSA lipoficidad OHNH NO

Peso Violaciones

ID %ABS? A) n-RT  Molecular  miLogP Em)P donantes aceptores  de Lipinski
<140 <500 <5 <5 <10 <l
1.1b 67.28 120.9 3 426.84 1.19 0.65 1 8 0
1l1c 6727 12038 3 406.42 0.96 0.43 1 8 0
1.1f 67.27 120.8 3 420.45 1.34 0.80 1 8 0
1.2b 5148 166.7 4 421.79 -0.08 0.65 1 11 1
1.3b 5148 166.7 4 421.79 -0.03 0.65 1 11 1
1.3g 5148 166.7 4 456.22 0.57 1.25 1 11 1
1.3a 5148 166.7 4 387.33 -0.68 0 1 11 1
2a 6998 1131 4 364.32 -0.47 0 1 9 0
2b 6411 1301 4 398.76 0.18 0.65 1 9 0
2c 6411 130.1 4 378.34 -0.04 0.43 1 9 0
2d 6094 1393 5 394.34 -0.43 0.04 1 10 0
2h 6411 130.1 4 400.29 -0.23 0.24 1 9 0
2f 6411 130.1 4 392.37 0.33 0.80 1 9 0
2e 6411 130.1 4 396.33 -0.33 0.14 1 9 0

29%ABS, porcentaje de absorcion, calculado por: %ABS = 109 — (0.345 x TPSA); TPSA, érea topoldgica
de superficie polar; n-RT, nimero de enlaces rotables; miLogP , logaritmo del coeficiente de particion de
los compuestos entre n-octanol y agua. "Fragmentos hidrofilicos-lipofilicos determinados por cambios en
R’y R®, calculado por la suma de Xz valores, utilizando los compuestos 7 y 8, y el método del fragmento
constante como referencia.'®

Los compuestos mas activos encontrados de las series 1 y 2 en los ensayos frente
a malaria y leishmania (compuestos 1.2b, 1.3b, 2b y 2e) presentan porcentajes medios
de absorcién intestinal, con valores de alrededor del 58%, y un excelente rango de n-

RT, de 3 a 4. Ninguno de estos compuestos viola ninguna regla de Lipinski, una
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caracteristica importante a tener en cuenta en el futuro desarrollo de farmacos.

Las correlaciones entre los descriptores moleculares como el peso molecular,
LogP vy las actividades de los compuestos de las series 1 y 2 han sido calculadas. Los
valores de correlacion de Pearson, que son Utiles para medir la asociacion entre dos
variables, han sido calculadas entre las actividades biologicas que aparecen en las tablas
11, 12, 17 y 18, y las propiedades fisicoquimicas de la tabla 22. En contraste a los

resultados encontrados previamente™**%*

, cuyos derivados solo correlacionan entre
LogP vy las actividades biologicas, en este caso, un elemento importante para la
actividad ha sido también conferido por el peso molecular de los derivados, un
parametro importante que esta directamente relacionado con el tamafio de la molécula,
atil para ilustrar la influencia de las caracteristicas de la forma y estructura de una
molécula. En la segunda serie, los valores obtenidos muestran una correlacion entre el
peso molecular y las actividades leishmanicida y antiplasmddica respectivamente,
expresado como Log (1/Clsp), en el que los valores exponencialmente altos indican una
potencia mas alta (el logaritmo inverso de la Clsg es generalmente utilizado en estudios
cuantitativos de relacion estructura-actividad). Los compuestos de la segunda serie
siguen una relacion lineal positiva (r = 0.47 para malaria, r= 0.64 para leishmania e
indeterminado para la citotoxicidad en macrdéfagos peritoneales), mientras que la
primera serie sigue una relacién lineal negativa entre LogP y la actividad antimalarica

(r =-0.56), también expresada como Log (1/Clsp).

Se observa que un atomo de CI (2b) o uno de F (2e) en posicién 7 incrementa la
actividad entre 4 y 7 veces cuando son comparados con un H o un CHs; en la misma
posicién. Como se muestra en la figura 60b, la posicidn de un atomo electronegativo (F,
Cl u O), representado como un campo azul, es claramente importante para que los
atomos actlien como posibles donadores de puentes de hidrégeno. Esto contrasta con los
grupos CHs e H, que proyectan regiones hidrofébicas (representadas como campos

dorados).

Desde un punto de vista de distribucion espacial, segun la figura 60, esto podria
significar que una fuerte concentracion de atomos electronegativos (potenciales
aceptores de puentes de hidrégeno) en un mismo plano es una buena caracteristica de
los compuestos de la serie 2. Por lo tanto, se puede decir que los grupos o-nitrofenil, p-
nitrofenil y 2-naftil disminuyen la actividad de los compuestos de la serie 1.
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Figura 60. Representacion gréafica de la relacion estructura-actividad de los compuestos de la serie 1 (a) y
los compuestos de la serie 2 (b). Los campos aparecen coloreados de la siguiente manera: azul: campos
negativos (que pueden interactuar con campos positivos/donadores de puentes de hidrégeno en la
proteina), rojo: campos positivos (que pueden interactuar con campos negativos/aceptores de puentes de
hidrédgeno en la proteina), amarillo: campos de superficie de van der Waals (describiendo posible
superficie/interacciones de vdW), o dorado: campos hidrofébicos (describen regiones con alta
polarizabilidad/hidrofobicidad). Los compuestos con asignacion numérica en esta figura se corresponden
con los de este trabajo de la siguiente manera: compuesto 1.1b (1), compuesto 1.1c (2), compuesto 1.1f
(3), compuesto 1.2b (4), compuesto 1.3b (5), compuesto 1.3g (6), compuesto 1.3a (7), compuesto 2a (8),
compuesto 2b (9), compuesto 2c¢ (10), compuesto 2d (11), compuesto 2h (12), compuesto 2f (13),
compuesto 2e (14).
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CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo ha sido la obtencion de nuevos derivados de 1,4-di-N-

oxido de quinoxalina como agentes antimalaricos y leishmanicidas.

1.

Se han disefiado, sintetizado y caracterizado cuarenta y ocho nuevos derivados
de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina. Dichos compuestos han sido evaluados frente
a diferentes cepas de Plasmodium falciparum en la Universidad de Antioquia en
Medellin (Colombia) y por GlaxoSmithKline en Tres Cantos (Madrid), y frente
a diferentes especies de Leishmania (amazonensis e infantum) en la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (Per() y en la Universidad de Toulouse (Francia).

Gracias a la optimizacion de un método de sintesis asistida por microondas
previamente empleado por nuestro grupo, se obtuvieron los derivados
pertenecientes a la serie 7. EI método optimizado ha permitido obtener buenos
rendimientos, con bajos tiempos de reaccion y pequefios volimenes de

disolvente empleado.

Se han obtenido quince nuevos derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina que
han mostrado buena actividad in vitro frente a diferentes cepas de Plasmodium
falciparum. Cuatro de ellos, 4.2b, 5.2b, 7b y 7d, han resultado ser notablemente
activos mostrando valores de Clsg inferiores a 5 pM.

Se han obtenido ocho nuevos derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina que
han mostrado buena actividad in vitro frente a Leishmania amazonensis. Cuatro
de ellos, 1.2b, 1.3b, 5.2b y 5.3b, han presentado alta actividad con valores de
Clsp inferiores a 5 puM.

Se han obtenido diez nuevos derivados de 1,4-di-N-6xido de quinoxalina que
han presentado buena actividad in vitro frente a Leishmania infantum. Siete de
ellos, 4.1a, 4.1b, 4.1c, 4.1d, 4.3b, 4.3c y 4.3d, han resultado ser altamente

activos.
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6.

10.

11.

12.

13.

Se han obtenido dos compuestos, 4.3b y 4.3d, con un indice de selectividad
frente a Leishmania infantum superior al de la anfotericina B, compuesto

utilizado en los tratamientos actuales frente al parasito.

Debido a los buenos resultados de actividad in vitro y de selectividad en
leishmaniasis de los compuestos 4.3b y 4.3d, dichos compuestos han sido
seleccionados como lideres para el futuro disefio de compuestos frente a dicha

enfermedad.

Debido a los notables resultados de actividad in vitro frente a Plasmodium
falciparum de los compuestos hibridos de cloroquina con quinoxalina, dichos
compuestos han sido seleccionados como lideres en el disefio de una serie de

compuestos que actualmente se encuentra en la fase de sintesis frente a malaria.

Los estudios computacionales ADME de los compuestos de las series 1y 2,
realizados en la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Per(), muestran que
todos los compuestos de dichas series cumplen las reglas de Lipinski, mostrando
propiedades “drug-likeness” que los hace potencialmente utiles como base para

el futuro desarrollo de farmacos frente a malaria y leishmaniasis.

Los resultados obtenidos indican desde un punto de vista de relacién estructura-
actividad que la sustitucién en posicion 7 y/o 6 del anillo de quinoxalina por un
grupo electroatrayente, especialmente el atomo de cloro, potencia la actividad

antimalarica y leishmanicida.

El aumento de longitud de la cadena alifatica unida al grupo carboxamido
situado en la posicion 3 del anillo mejora tanto la actividad antimalarica como

leishmanicida.

En relacion a la actividad antiplasmédica, el estudio de relacién estructura-
actividad muestra que los mejores sustituyentes en posicion 3 del doble anillo de
quinoxalina, presentan una cadena alifatica o un ciclopentano unidos a un grupo

carboxamido.

Con respecto a la actividad leishmanicida, el estudio de relacion estructura-
actividad muestra que los mejores sustituyentes en posicion 3 del doble anillo de

quinoxalina son los que presentan un ciclo unido al grupo carboxamido.
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RELACION DE COMPUESTOS SINTETIZADOS
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Abstract: Malaria and leishmaniasis are two of the World’s most important tropical
parasitic diseases. Thirteen new 2-cyano-3-(4-phenylpiperazine-1-carboxamido) quinoxaline
1,4-dioxide derivatives (CPCQs) were synthesized and evaluated for their in vitro
antimalarial and antileishmanial activity against erythrocytic forms of Plasmodium
falciparum and axenic forms of Leishmania infantum. Their toxicity against VERO cells
(normal monkey kidney cells) was also assessed. None of the tested compounds was
efficient against Plasmodium, but two of them showed good activity against Leishmania.
Toxicity on VERO was correlated with leishmanicidal properties.
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1. Introduction

Malaria is a major public health problem in more than 90 countries, affecting 40% of the World’s
poorest population. Mortality due to malaria is estimated to be over 1 million deaths annually and this
situation is worsened by the spread of drug-resistant strains of the parasite. Therefore, new effective
and affordable antimalarial agents are urgently needed [1,2].

Leishmaniasis threatens approximately 350 million people and almost 12 million people are
currently infected with the disease. The emergence of resistant parasites, the high cost and toxicity of
current treatments call for the discovery of new drugs [3,4].

Quinoxalines, also known as 1,4-benzodiazines, are aromatic bicycles that present two nitrogen
atoms on positions 1 and 4, described as bioisosteres of quinoline, naphtyl and some other
heteroaromatic rings including pirazine [5].

Quinoxaline derivatives are of great interest as antimycobacterial, anti-inflammatory, anticancer and
antiparasitic agents. More specifically, their 1,4-di-N-oxides are considered to be particularly
important because they are responsible for a resulting increase in various biological properties [6].

As a result of different research projects, our group synthesized different series of quinoxaline
1,4-di-N-oxide derivatives, with a great variety of substituents in positions 2, 3, 6 and 7 [7—15]. With
the aim of improving their pharmacological properties, we synthesized compounds with a carbonitrile
group in position 2, thereby enhancing their antiparasitic activity. We also added an amine group in
position 3 in order to link together new molecules, leading to interesting activities [10,16].

In silico studies showed that piperazine derivatives could target Plasmodium plasmepsin Il enzyme.
We synthesized phenylpiperazines derivatives that were active against Plasmodium falciparum [17].
In this context, we have now synthesized thirteen new 3-amino-1,4-di-N-oxide quinoxaline-2-carbonitrile
derivatives linked with phenyl piperazines analogs (Figure 1) and investigated their in vitro activity
and toxicity against Plasmodium falciparum Colombian FCR-3 strain and Leishmania infantum [18].

Figure 1. Design of new CPCQs as potential drugs against P. falciparum and L. infantum.
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2. Results and Discussion
2.1. Chemistry

We prepared thirteen new 2-cyano-3-(4-phenylpiperazine-1-carboxamido) quinoxaline 1,4-dioxide
derivatives (CPCQs; Scheme 1). The benzofuroxane starting compounds, (BFX, I), were prepared
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using previously described methods [19,20]. The 3-amine-1,4-di-N-oxide quinoxaline-2-carbonitrile
derivatives (cyanoamines, II) were obtained from the corresponding BFX by the Beirut reaction with
malononitrile, using N, N-dimethylformamide (DMF) as solvent and triethylamine as catalyst [21].

Scheme 1. Synthetic route to CPCQs 1-13.
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The method for synthesizing the final compounds consisted of two steps; the first one was the
reaction of cyanoamines with an excess of commercially available 1,1'-carbonyldiimidazole (CDI) in
order to obtain the intermediates 3a—m that can react in the second step with the phenylpiperazines,
thus affording the CPCQs [22].

2.2. Pharmacology and Structure-Activity Relationship

With regard to antiplasmodial activity shown in Table 1, halogen groups in R’ and/or R® increase
the activity as shown in previous series of quinoxaline 1,4-di-N-oxide derivatives [16]. Compounds
with CF3 or CH;O groups at R* show comparable activity, but higher activity than those which have F
in that position. In relation with position R?, the NO, group does not increase the activity.

With regard to leishmanicidal activity shown in Table 1, among the most active compounds, 5 and
8 were also among the most cytotoxic compounds against VERO cells. Interestingly, the presence of
halogen groups in R’ and/or R®, responsible for increasing anti-malarial activity, also increased
leishmanicidal activity. Moreover, the compounds without NO, group in R* showed considerably
higher activity. Compounds with CF; or F in R* show similar activity, but higher activity than those
with CH;O in this position.
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Table 1. Biological characterization of the thirteen new quinoxaline 1,4-di-N-oxides.

o]
|
R N2 CN
X 0
T A
R® N* NH N N R
! \__/
R?

Compd. MW R® R7 R?Y R?Y ICs(uM)? ICs (uM)® CCso (uM)€¢ SI
1 5375 H ClI NO, CF; 245 21.8 7.0 0.3
2 517 H CH; NO, CF; 44.7 36.3 17.7 0.5
3 521 H F NO, CF; 14.6 41.1 11.0 0.3
4 572 Cl Cl NO, CF; 13.9 22.7 1.6 0.1
5 4925 H ClI  H CF; 18.6 7.6 6.4 0.8
6 472 H CH; H CF; 30.5 23.3 12.1 0.5
7 476 H F H CF; 30.9 28.8 12.2 0.4
8 527 Cl Cl H  CF; 18.5 5.7 22 0.4
9 422 H CH; H F 36.3 23.0 24.1 1.1
10 426 H F H F 34.3 31.3 243 0.8
11 4545 H CI  H CHs0 12.8 18.8 47.5 2.5
12 434 H CH; H CHsO 30.4 30.0 183.5 6.1
13 489 CI CI  H CHsO 26.1 10.9 14.0 1.3
CQ 320 0.1
DOX 5435 6.4 0.4 >10

Selectivity index (SI): DTso drug/ICsy drug. MW: molecular weight; * ICsy against P. falciparum
FCR-3; ° ICs against L. Infantum; © Cytotoxicity in VERO cells; d Selectivity index.

3. Experimental
3.1. Chemical Synthesis
3.1.1. General Remarks

All of the synthesized compounds were chemically characterized by thin layer chromatography
(TLC), infrared (IR), proton nuclear magnetic resonance (‘H-NMR), melting point and elemental
microanalyses (CHN). Alugram SIL G/UV254 (0.2 mm layer, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG.,
Diiren, Germany) was used for TLC and silica gel 60 (0.040-0.063 mm, Merck, Darmstadt, Germany)
was used for Flash Column Chromatography. The 'H-NMR spectra were recorded on a Bruker 400
Ultrashield instrument (400 MHz, Bruker, Billerica, MA, USA), using TMS as internal standard and
with DMSO-ds as solvent; the chemical shifts are reported in ppm (3) and coupling constants (J)
values are given in Hertz (Hz). Signal multiplicities are represented by: s (singlet), bs (broad singlet), d
(doublet), t (triplet), q (quadruplet), dd (double doublet) and m (multiplet). The IR spectra were
recorded on a Nicolet Nexus FTIR (Thermo, Madison, WI, USA) in KBr pellets. Elemental
microanalyses were obtained on a CHN-900 Elemental Analyzer (Leco, Tres Cantos, Spain) from
vacuum-dried samples. The analytical results for C, H and N, were within + 0.5 of the theoretical
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values. Chemicals were purchased from Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Spain), Sigma-Aldrich
Quimica, S.A. (Alcobendas, Spain), Acros Organics (Janssen Pharmaceutical, Geel, Belgium) and
Lancaster (Bischheim-Strasbourg, France).

3.1.2. General Procedure for the Synthesis of Cyanoamines I1

Malononitrile (18.0 mmol) was added to a solution of the appropriate benzofuroxane (I, 15.0 mmol)
in DMF (10 mL). The mixture was allowed to stand at 0 °C. Triethylamine (1.5 mL) was added dropwise,
and the reaction mixture was stirred at room temperature in darkness for 1 day. The resulting
precipitate was filtered off and washed by adding diethyl ether, affording the target compound. The
obtained red solid was used in the next step without further purification [10]. The yield of this reaction
depends on the substituents in position 5 and 6 in the benzofuroxane.

3.1.3. General Procedure for the Synthesis of 2-Cyano-3-(4-phenylpiperazine-1-carboxamido)
Quinoxaline 1,4-Dioxide (CPCQs)

The corresponding cyanoamine (5.0 mmol) was reacted with a slight excess (1.5 equiv.) of
1,1'-carbonyldiimidazole (CDI) in dry tetrahydrofuran (40 mL) during 3hours at 50 °C. The solvent
was removed in vacuo. The solid was then purified by column chromatography with toluene/dioxane
(6:4) as the solvent; this solvent was subsequently removed in vacuo. The intermediate (2.5 mmol) was
stirred with an excess of phenylpiperazine (1.2 equiv.) in chloroform during 3 h at 50 °C and under
nitrogen atmosphere. Next, the solvent was removed in vacuo and the solid was collected and purified
by column chromatography using dichlorometane/methanol (9:1). Finally, the solvent was removed
in vacuo and the solid precipitated with cold diethyl ether, and filtered off to obtain a solid [22].

7-Chloro-2-cyano-3-(4-(2-nitro-4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine- I-carboxamido) quinoxaline 1,4-
dioxide (1). Yield 30%; "H-NMR & ppm: 8.30 (s, 1H, Hi1); 8.24 (d, 2H, Hy, Jy_3 = 2.44 Hz); 8.22 (dd,
1H, Ho, Jo—11 = 2.73 Hz, Jy_g = 3.84 Hz); 8.19 (dd, 2H, Hg, Jo—» = 2.96 Hz, Jo—s = 3.70 Hz); 8.11 (s,
NH); 7.96 (dd, 2H, Hy J3-s = 8.95 Hz, Jy» = 9.02 Hz); 7.90 (d, 1H, Hg, Jy—o = 2.01 Hz); 7.88 (d, 1H,
Hg, Js-6 = 2.68 Hz); 7.62 (d, 1H, He, Jo-s = 9.27 Hz); 7.54 (d, 1H, Hs, Js-¢ = 8.40 Hz); 7.49 (dd, 2H,
Hs, Js-3 =421 Hz, Js_¢ = 8.77 Hz). IR vem ' 3,105 (w, NH); 2,211 (w, C=N); 1,533 (s, C=0); 1,326
(s, N+O_). Anal. Calc. for C,1H5sN;OsF5;Cl: C: 46.88%; H: 2.79%; N: 18.23%. Found: C: 46.74%; H:
2.94%; N: 18.18%.

2-Cyano-7-methyl-3-(4-(2-nitro-4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine- 1-carboxamido) quinoxaline
1,4-dioxide (2). Yield 50%; 'H-NMR & ppm: 8.21 (d, 1H, Hs, Js-¢ = 3.85 Hz); 8.20 (d, 1H, Hs,
Js-6 = 1.66 Hz); 8.17 (s, 1H, NH); 7.91 (d, 1H, He, Js-s = 2.04 Hz); 7.88 (d, 1H, Hg, Jyo = 2.43 Hz);
7.51 (s, 1H, Hyy); 7.49 (s, 1H, Hy); 3.69 (d, 2H, Hy, J>—3 = 2.66 Hz); 3.25 (dd, 2H, Hg Jg-5 = 2.65 Hz,
Je—» =3.11 Hz); 3.11 (d, 2H, Hs, J3—» = 5.27 Hz); 2.56 (dd, 2H, Hs, Js—3 = 2.79 Hz, Js—¢ = 3.40 Hz);
2.54 (s, 3H, CH3-C7). IR v em ™ : 3,098 (w, NH); 2,231 (w, C=N); 1,549 (s, C=0); 1,328 (s, N'O"). Anal.
Calc. for CyH1gN7OsF3: C: 51.06%; H: 3.48%; N: 18.95%. Found: C: 51.28%; H: 3.46%; N: 19.03%.

2-Cyano-7-fluoro-3-(4-(2-nitro-4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine- 1 -carboxamido) quinoxaline 1,4-
dioxide (3). Yield 15%; '"H-NMR & ppm: 8.38 (dd, 2H, Hs, Jy_s = 4.94 Hz, J3—» = 9.74 Hz); 8.20
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(dd,2H, Hy, J»¢ = 2.68 Hz, J»3 =3.37 Hz); 8.13 (d, 1H, Hyy, J11—9 = 1.79 Hz); 8.11 (dd, 1H, Hoy,
Jo_11=1.42 Hz, Jo_g = 2.01 Hz); 7.90 (d, 2H, Hs, Js—¢ = 2.64 Hz); 7.88 (dd, 2H, Hg, Jo—» = 2.81 Hz,
Je—s = 1.47 Hz); 7.69 (dd, 1H, He, Js-s = 5.87 Hz, Js-s = 9.23 Hz); 7.51 (d, 1H, Hg, Js-¢ = 2.62 Hz);
7.49 (d, 1H, Hg, Jso = 2.67 Hz); 7.44 (d, 1H, Hs, Js-¢ = 2.13 Hz); 3.55 (s, NH). IR v cm ': 3,108 (w,
NH); 2,362 (w, C=N); 1,533 (s, C=0); 1,321 (s, N'O"). Anal. Calc. for C5;H;5sN;0sF: C: 48.36%; H:
2.87%; N: 18.80%. Found: C: 47.92%; H: 2.94%; N: 18.31%.

6-7-Dichloro-2-cyano-3-(4-(2-nitro-4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine-I-carboxamido)  quinoxaline
1,4-dioxide (4). Yield 20%; "H-NMR & ppm: 8.37 (d, 1H, Hyy, Ji1—o = 1.47 Hz); 8.31 (s, NH); 8.25 (d,
1H, Hg, Js-s = 1.98 Hz); 8.18 (d, 1H, Hs, Jss = 2.41 Hz); 7.95 (dd, 1H, Hy, Joy—11r = 3.31 Hz,
Jo—g =9.84 Hz); 7.88 (d,2H, Hy, J>»-3 = 6.93 Hz); 7.73 (d,2H, Hg, Jo-5 = 1.89 Hz); 7.51 (m, 2H, Hs);
3.59 (d,2H, Hj, J3—» = 4.38 Hz); 1.09 (t, 1H, Hg, Jg—o = 6.73 Hz, Jg—1; = 6.73 Hz). IR v cm 3,104
(w, NH); 2,240 (w, C=N); 1,532 (s, C=0); 1,330 (s, N'O"). Anal. Calc. for C,;H4sN;OsF3Cl,: C:
44.05%; H: 2.44%; N: 17.13%. Found: C: 43.87%; H: 2.50%; N: 17.36%.

7-Chloro-2-cyano-3-(4-(4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine- 1-carboxamido) quinoxaline 1,4-dioxide
(5). Yield 65%; 'H-NMR & ppm: 8.13 (t,1H, Hy); 7.99 (t, 1H, Hg, Js—o= 9.06 Hz, Js_1» = 9.06 Hz );
7.78 (dd, 1H, Hi2, Ji2»-¢ = 3.86 Hz, J1»-11 = 9.00 Hz); 7.62 (dd, 2H, He, Jo—» = 1.21 Hz, Js—s = 8.84 Hz);
7.58 (s, NH); 7.54 (d, 2H, Hs, J3—» = 8.50 Hz); 7.50 (dd, 1H, H;y, J11—9 = 2.30 Hz, J;1-12 = 9.19 Hz);
7.41 (dd, 1H, Hg, Js-s = 8.44 Hz, Js-s = 9.06 Hz); 7.10 (dd, 2H, Hs, Js—3 = 8.39 Hz, Js—¢ = 9.06 Hz);
6.74 (d, 1H, Hs, Js—¢ = 7.39 Hz); 3.57 (d, 1H, Hs, Js-¢ = 1.47 Hz); 3.10 (d, 2H, Hy, J»-3 = 5.43 Hz).
IR v em ' 3,107 (w, NH); 2,234 (w, C=N); 1,524 (s, C=0); 1,333 (s, N+O_). Anal. Calc. for
C,1H ¢NgO3F;Cl: C: 51.16%; H: 3.24%; N: 17.05%. Found: C: 50.85%; H: 3.12%; N: 16.93%.

2-Cyano-7-methyl-3-(4-(4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine- I -carboxamido) quinoxaline 1,4-dioxide
(6). Yield 23%; 'H-NMR & ppm: 8.24 (d, 1H, Hs, Js—¢ = 8.08 Hz); 8.17 (d, 1H, He, Js-5s = 6.82 Hz);
8.09 (s, 1H, Hyy); 8.02 (s, 1H, Hy); 7.94 (s, NH); 7.82 (d, 1H, Hg, Jg—o = 9.78 Hz); 7.54 (d, 2H, Hy,
Jr3=2.85 Hz); 7.53 (d, 2H, Hs, Js—¢ = 4.83 Hz); 7.39 (d, 1H, Hy2, Ji»-11 = 4.54 Hz); 7.32 (s, 1H, Hg);
7.12 (d, 2H, Hy, J3—» = 2.91 Hz); 7.10 (d, 2H, Hg, Jo-s = 1.88 Hz); 2.44 (s, 3H, CH3-C;). IR v cm
3,082 (w, NH); 2,233 (w, C=N); 1,547 (s, C=0); 1,329 (s, N+O_). Anal. Calc. for CyyH9NOsF;5: C:
55.93%; H: 4.02%; N: 17.79%. Found: C: 55.67%; H: 3.88%; N: 18.27%.

2-Cyano-7-fluoro-3-(4-(4-(trifluoromethyl)phenyl) piperazine- 1-carboxamido) ~quinoxaline 1,4-dioxide
(7). Yield 31%; 'H-NMR ppm: 7.89 (dd, 1H, Hs, Jsg = 2.75 Hz, Js.s = 8.98 Hz); 7.71 (dd, 1H, Hg,
Jo-s = 2.75 Hz, Jos = 7.96 Hz); 7.67 (s, 1H, Hg); 7.52 (dd, 2H, H¢, Jo2 = 7.83 Hz, Jo-s = 9.14 Hz);
7.45 (s, 2H, Hy); 7.38 (d, 1H, Hg, Jy—g = 8.55 Hz); 7.10 (dd, 2H, Hs, Js—3 = 8.94 Hz, Js—¢ = 9.57 Hz);
6.97 (d, 1H, Hyy, Ji1—12 = 9.11 Hz); 6.74 (dd, 2H, Hs, J3-5 = 7.94 Hz, J3—» = 9.35 Hz); 3.70 (s, NH);
2.98 (d, 1H, Hy2 Ji—1 = 7.19 Hz); 2.59 (d, 1H, Hg, Js—o = 6.56 Hz). IR vem ': 3,106 (w, NH); 2,232
(w, C=N); 1,532 (s, C=0); 1,332 (s, N'O"). Anal. Calc. for C;;H;sN¢O3F4: C: 52.94%; H: 3.36%; N:
17.64%. Found: C: 52.53%; H: 3.32%; N: 17.76%.

6,7-Dichloro-2-cyano-3-(4-(4-(trifluoromethyl)phenyl)piperazine- 1-carboxamido) — quinoxaline 1,4-
dioxide (8). Yield 17%; "H-NMR & ppm: 8.31 (s, 1H, Hs); 7.88 (s, 1H, Hg); 7.73 (d, 2H, He,
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Je—s = 1.75 Hz); 7.54 (dd, 2H, Hj, J3-s = 3.60 Hz, J3—» = 9.32 Hz); 7.11 (dd, 2H, Hs, Js_3 = 4.68 Hz,
Js—¢ = 8.37 Hz); 6.74 (dd, 1H, Hg, Js—12 = 5.93 Hz, Js—o = 8.95 Hz); 3.68 (dd, 1H, H)2, J12-¢ = 2.93 Hz,
Jiz-11r = 5.26 Hz); 3.57 (s, NH); 3.10 (dd, 2H, Hy, J»—¢ = 3.92 Hz, J,-3 = 5.90 Hz); 2.59 (d, 1H, Hoy,
Jo—g = 1.89 Hz); 2.48 (dd, 1H, Hyy, Ji1—9 = 1.55 Hz, Ji1—12 = 2.72 Hz). IR v em ;3,111 (w, NH);
2,364 (w, C=N); 1,525 (s, C=0); 1,331 (s, N'O"). Anal. Calc. for C;H;5sNOsF;Cly: C: 47.81%; H:
2.84%; N: 15.93%. Found: C: 47.32%; H: 2.97%; N: 16.07%.

2-Cyano-3-(4-(4-fluorophenyl)piperazine- 1-carboxamido)-7-methylquinoxaline 1,4-dioxide (9). Yield
79%:; "H-NMR & ppm: 8.23 (d, 1H, Hs, Js-¢ = 8.39 Hz); 8.16 (s, 1H, Hy); 7.94 (s, 1H, Hy;); 7.81 (d, 1H,
He, Js-5s = 8.46 Hz); 7.52 (d, 1H, Hs:, Js—o = 8.36 Hz); 7.39 (s, 1H, Hg); 7.33 (s, 1H, NH); 7.17 (d, 1H,
Hiy, Ji2-11r = 8.17 Hz); 7.08 (d, 2H, Hy, J>-3 = 6.02 Hz); 7.06 (d, 2H, He, Js—s = 7.13 Hz); 7.01 (d, 2H,
Hs, Jy» = 4.73 Hz); 6.99 (d, 2H, Hs, Js—¢ = 6.17 Hz); 3.19 (s, 3H, CH3-C;). IR v em 3,079 (w,
NH); 2,231 (w, C=N); 1,538 (s, C=0); 1,344 (s, N'O"). Anal. Calc. for C;;H;oN¢O3F: C: 59.71%; H:
4.50%; N: 19.90%. Found: C: 59.80%; H: 4.55%; N: 19.51%.

2-Cyano-7-fluoro-3-(4-(4-fluorophenyl)piperazine- I1-carboxamido)quinoxaline 1,4-dioxide (10). Yield
23%; "H-NMR & ppm: 8.41 (d, 1H, Hs, Js-¢ =5.14 Hz); 8.38 (d, 1H, Hy, Jo-s = 5.96 Hz); 8.14 (s, 1H,
Hy); 8.12 (s, 1H, Hyy); 7.91 (t, 2H, Hs,, Js—¢ = 8.92 Hz, Js—3 = 8.92 Hz); 7.45 (s, 1H, Hg); 7.10 (s, 1H,
Hg); 7.07 (s, 2H, Hy); 7.05 (s, 1H, Hi2); 7.01 (d, 2H, Hs, J32 = 3.69 Hz); 7.00 (d, 2H, He, Jo—5 = 3.25
Hz); 6.99 (s, I1H, NH). IR v em " 3,109 (w, NH); 2,231 (w, C=N); 1,534 (s, C=0); 1,354 (s, N'O").
Anal. Calc. for C,0Hi16NgOsF>: C: 56.33%; H: 3.75%; N: 19.71%. Found: C: 55.84%; H: 3.68%; N:
19.53%.

7-Chloro-2-cyano-3-(4-(4-methoxyphenyl)piperazine- 1-carboxamido)quinoxaline  1,4-dioxide (11).
Yield 12%; "H-NMR & ppm: 8.24 (s, 1H, Hg); 8.19 (d, 1H, He, Js—s = 8.47 Hz); 8.13 (d, 1H, Hs,
Js-¢ = 8.63 Hz); 8.07 (s, IH, NH); 7.90 (d, 1H, Hy, Jo_g = 7.83 Hz); 7.63 (d, 1H, Hy2, Ji2-11' = 6.55 Hz);
7.58 (s, 1H, Hy1); 7.53 (d, 1H, Hg, Jg—o = 8.73 Hz); 6.93 (d, 2H, Hg, Jo—s = 6.87 Hz); 6.91 (d, 2H, H»,
Jr—3 = 3.39 Hz); 6.84 (d, 2H, Hs, J3» = 7.41 Hz); 6.82 (d, 2H, Hs, Js—¢ = 6.48 Hz); 3.63 (s,3H,
CH;0). IR v cm ;3,115 (w, NH); 2,228 (w, C=N); 1,540 (s, C=0); 1,351 (s, N+O_). Anal. Calc. for
C1H19NgO4Cl: C: 55.44%; H: 4.18%; N: 18.48%. Found: C: 54.97%; H: 3.95%; N: 18.21%.

2-Cyano-3-(4-(4-methoxyphenyl)piperazine-I-carboxamido)-7-methylquinoxaline  1,4-dioxide (12).
Yield 32%; 'H-NMR & ppm: 8.02 (d, 1H, Hs, Js—¢ = 8.69 Hz); 7.94 (d, 1H, Hg, Js-¢ = 2.45 Hz); 7.61
(dd, 1H, Hyy, Ji»-¢ = 1.78 Hz, Ji»-11r = 8.64 Hz); 7.52 (d, 1H, Hs, Js-s = 8.61 Hz); 7.39 (d, 2H, Hs,
Js—¢ =3.60 Hz); 7.32 (s, 2H, H¢); 7.27 (dd, 1H, Hg, Js—12» = 1.61 Hz, Jy—¢ = 8.82 Hz); 6.92 (d, 1H, Ho,
Jo—g = 8.44 Hz); 6.84 (d, 2H, Hj-, J3—» = 8.67 Hz); 3.69 (t, 3H, CH;0, J;—s = 3.39 Hz, J76 = 3.39 Hz);
3.62 (s, 2H, Hy); 3.13 (s, 1H, NH); 2.55 (s, 3H, CH3-C7); 1.23 (s, 1H, H;p). IR v cm ;3,120 (w, NH);
2,230 (w, C=N); 1,546 (s, C=0); 1,328 (s, N'O). Anal. Calc. for C2yH2NgO4: C: 60.82%:; H: 5.06%:;
N: 19.35%. Found: C: 61.20%; H: 4.61%; N: 19.84%.

6-7-Dichloro-2-cyano-3-(4-(4-methoxyphenyl)piperazine- 1 -carboxamido)quinoxaline 1,4-dioxide (13).
Yield 11%; "H-NMR & ppm: 8.46 (d, 1H, Hg, Js—o = 8.85 Hz); 8.29 (s, 1H, NH); 8.19 (d, 1H, Hy,,
Jiz—11r = 1.33 Hz); 7.87 (s, 1H, Hg); 7.73 (d, 2H, He, Jo-s = 2.11 Hz); 6.94 (s, 1H, Hs); 6.91 (s, 1H,
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Ho); 6.85 (s, 1H, Hyy); 6.83 (s, 2H, Hy); 3.69 (s, 3H, CH;0); 3.18 (d, 2H, Hs, J3» = 3.00 Hz); 3.17 (d,
2H, Hs, Js—¢ =2.12 Hz). IR v cm ;3,115 (w, NH); 2,229 (w, C=N); 1,542 (s, C=0); 1,352 (s, N'O).
Anal. Calc. for Cy1HsNgO4Cl: C: 51.53%; H: 3.68%; N: 17.17%. Found: C: 51.05%; H: 3.49%;
N: 17.02%.

3.2. Pharmacology
3.2.1. In Vitro Antiplasmodial Drug Assay

Chloroquine resistant FCR-3 strain of P. falciparum was cultivated at 37 °C in a 5% CO;
environment on glucose-enriched RPMI 1640 medium supplemented with gentamicin 0.1 mg/mL and
10% heat-inactivated A+ human serum, as previously described [23]. The drugs, dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO), were added at final concentrations ranging from 250 to 0.1 pM. The final
DMSO concentration was never greater than 0.1%. In vitro antimalarial activity was measured using
the [3H]-hypoxanthine (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) incorporation assay [24]. Briefly, 250 uL
of total culture medium with the diluted drug and the suspension of human red blood cell in medium
(A" group, 5% haematocrit) with 1% parasitaemia, were placed into the wells of 96-well microtitre
plates. After 48 h of incubation at 37 °C in a 5% O;, 5% CO; and 90% N, atmosphere. On the third
day of the test, radioactivity was assessed. All experiments were performed in triplicate. Results were
expressed as the concentration resulting in 50% inhibition (ICsp) which was calculated by a nonlinear
regression logistic dose response model; the mean ICsy values and standard deviation for each
compound was calculated.

3.2.2. In Vitro Cytotoxicity

Toxicity was determined using Vero cells (normal monkey kidney cells) cultured under the same
conditions as P. falciparum, except for the replacement of 5% human serum with 10% fetal calf serum.
After the addition of compounds at increasing concentrations, cell growth was measured by
[*H]-hypoxanthine incorporation after a 48-hour incubation period and then compared with a control
sample [25].

3.2.3. In Vitro Antileishmanial Drug Assay

Leishmanicidal activity was determined on axenic cultures of L. infantum amastigotes. In order to
estimate the 50% inhibitory concentration (ICsp) of the drugs, the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) micromethod was used as previously described [26].

Briefly, Leishmania strain was maintained in promastigote stage in a biphasic medium (blood agar
with 0.89% NaCl, pH 7.4) at 24 °C, with sub-passage every 3—4 days. Promastigotes (5 x 10° parasites)
were then transferred in M199 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, pH 7.4. After 4 days,
exponential phase promastigotes were centrifuged for 10 min at 1,500 g and 4 °C. The supernatant was
discarded and replaced by fresh M199 medium supplemented with 20% FBS, pH 5.5. Axenic
amastigotes transformation was then induced by increasing the temperature to 34 °C. Drugs were then
tested at increasing concentrations.
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4. Conclusions

All the tested compounds were almost 100 times less active against Plasmodium than chloroquine.
Consequently they did not deserve further examination as antimalarials. Against Leishmania
compounds 5 and 8 showed good activity and the most cytotoxic compound is four times less toxic
than the reference drug. Unfortunately, these compounds show a low selectivity index. In this context,
we suggest that synthesis should be focused on compounds with halogens at R and/or R® in order to
improve activity and lower toxicity.
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